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1. EINFÜHRUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN 

1.1.  Neuromyelitis optica - Klinik und Abgrenzung zur Multiplen Sklerose (MS) 

Erstmalig wurde 1870 von T. Allbutt die Assoziation einer Querschnittsmyelitis und 

Optikusneuritis beschrieben (Allbutt, 1870; Jarius und Wildemann, 2012). Bereits 1895 

wurde das Krankheitsbild von dem französischen Neurologen E. Devic als eigenständi-

ge Entität eingeordnet und später als Neuromyelitis optica (NMO) bzw. Devic-Syndrom 

benannt (Devic, 1894; 1895). Dennoch galt die NMO über weite Strecken des 20. Jahr-

hunderts als Unterform der MS mit schwerem klinischem Verlauf und optico-spinaler 

Betonung (Jacob et al., 2007). Das Devic-Syndrom wurde klassischerweise als entzünd-

lich-demyelinisierendes Syndrom beschrieben, welches durch gleichzeitiges Auftreten 

einer beidseitigen Opticusneuritis und akuter Myelitis gekennzeichnet ist (Wingerchuk 

et al., 1999) und sich in Schweregrad und Verlauf deutlich von der klassischen MS ab-

grenzt. Während die Erkrankung in Westeuropa eher selten auftritt (Ip und Wiendl, 

2008), ist der Anteil der optico-spinalen Form an demyelinisierenden Erkrankungen bei 

Personen nicht-kaukasischer Herkunft wie Afrikanern und Asiaten deutlich erhöht 

(Kira, 2003). Im Vergleich zur MS sind Frauen mit einem Verhältnis von 5:1 (Jacob et 

al., 2007) bis 9:1 (Wingerchuk et al., 2007) deutlich häufiger betroffen, das Alter bei 

Erkrankungsbeginn liegt mit einem Median von 39 Jahren ebenfalls höher. 

Die Erkrankung verläuft meist schubförmig, ein sekundär chronisch-progredienter Ver-

lauf ist anders als bei der MS hingegen eher selten (Wingerchuk et al., 2007). Jedoch 

sind die Remissionen bei der NMO oft inkomplett, sodass Behinderungen wie Erblin-

dung oder bleibende Paresen, bis hin zu akuter zentraler respiratorischer Insuffizienz, 

früh im Krankheitsverlauf auftreten (Wingerchuk und Weinshenker, 2003; Jarius et al., 

2012). Ein weiterer Unterschied betrifft die MRT-Bildgebung. Zwar können zerebrale 

Läsionen auftreten, bleiben jedoch meist stumm (Pittock et al., 2006) und entsprechen 

nicht den MS-Diagnosekriterien nach Barkhof (Barkhof et al., 1997). Für die NMO ty-

pisch sind hingegen langstreckige, Gadolinum aufnehmende Läsionen im Bereich des 

Rückenmarkes, welche sich über mindestens 3 Wirbelsegmente erstrecken und im Ge-

gensatz zu MS-Läsionen vorwiegend zentromedullär gelegen sind (Filippi und Rocca, 

2004). Im Liquor findet sich deutlich seltener eine intrathekale IgG-Synthese, im akuten 

Schub zeigt sich neben aktivierten Lymphozyten ein eher granulozytär und monozytär 
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dominiertes Zellbild (Wingerchuk et al., 1999; Jarius et al., 2010; Jarius und 

Wildemann, 2013). 

Letztendlich führten histopathologische und serologische Erkenntnisse wie die Entde-

ckung NMO-spezifischer Autoantikörper (siehe 1.2) dazu, dass die NMO nun als eine 

von der MS zu unterscheidende Krankheitsentität definiert wird. Nach verschiedenen 

anderen möglichen Diagnosekriterien (Cree et al., 2002) gelten aktuell die 2006 revi-

dierten Diagnosekriterien nach Wingerchuk (Abb. 1): 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Autoantikörper gegen Aquaporin 4 

1.2.1. NMO und Autoantikörper 

2004 wurden in der Arbeitsgruppe von Wanda Lennon erstmalig NMO-spezifische Au-

toantikörper im Serum beschrieben, welche an piale und subpiale Strukturen sowie an 

Arteriolen und Kapillaren des Gehirns und Rückenmarks binden (Lennon et al., 2004). 

Kurz darauf konnte gezeigt werden, dass diese Antikörperbindung mit den typischen 

Orten der Aquaporin 4-Expression korreliert und spezifisch an mit Aquaporin 4 (AQP4) 

transfizierten humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293) bindet (Lennon et al., 

2005). In einem Radioimmunoprecipitation-Assay (RIPA) zeigten Anti-AQP4-

Antikörper eine Spezifität von  >98% für NMO (Paul et al., 2007), in einem modifizier-

ten Ansatz mit AQP4-transgenen HEK-293 Zellen lag die Sensitivität bei 91%, die Spe-

zifität sogar bei 100% (Takahashi et al., 2007). Weitere klinische Studien  zeigen eine 

Korrelation zwischen Antikörpertiter und klinischem Verlauf (Jarius et al., 2008; 

obligat:   

• Optikusneuritis 

• Akute Myelitis 

 

mindestens 2 von 3 supportiven Kriterien: 
1. Langstreckige zusammenhängende Läsion über ≥ 3 Segmente in der spi-

nalen MRT-Bildgebung 

2. cMRT bei Erkrankungsbeginn erfüllt nicht die Diagnosekriterien für MS 

nach Paty (Paty et al., 1988) 

3. NMO-IgG positiver serologischer Status 

Abb. 1: Revidierte Diagnosekriteren für Neuromyelitis optica (NMO) (Wingerchuk et al., 
2006) 
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Weinstock-Guttman et al., 2008), ein Befund, der eine kausale Rolle dieser Antikörper 

nahelegt. Dafür lassen sich auch das klinische Ansprechen von NMO-Patienten auf eine 

Plasmapherese im akuten Schub (Wingerchuk et al., 1999; Lennon et al., 2004; 

Watanabe et al., 2007) und die hochwirksame Therapie mit dem B-Zell-depletierenden 

monoklonalen Antikörper Rituximab (Jacob et al., 2008; Bedi et al., 2011; Ip et al., 

2013) aufführen. 

1.2.2. Aquaporin 4: Struktur und Verteilungsmuster im ZNS 

AQP4 ist der am weitesten verbreitete 

Wasserkanal im menschlichen Gehirn 

(Amiry-Moghaddam und Ottersen, 

2003) (Abb. 2). Es gehört zur Familie 

der Aquaporine, einer Gruppe aus klei-

nen (ca. 30 kDa/Monomer), den Wasser-

haushalt regulierenden, hydrophoben in-

tegralen Membranproteinen (Verkman, 

2005). Die beiden durch alternative 

Transkription entstandenen Isoformen 

von AQP4, eine M1-Form mit einer 

Länge von 301 Aminosäuren und eine 

M23-Form mit 323 Aminosäuren 

(Jung et al., 1994; Amiry-Moghaddam 

und Ottersen, 2003), lagern sich in 

Heterotetrameren zusammen (Neely et al., 1999), welche kleine „intramembrane 

particles“ (IMP) oder bis zu 3 MDa große „orthogonal arrays of particles“ (OAP) for-

men (Nicchia et al., 2008; Nicchia et al., 2009). Der NMO-assoziierte Antikörper ist 

vom IgG1-Subtyp (Hinson et al., 2007) und bindet an die M1- wie auch die M23-

Isoformen von Aquaporin (Crane et al., 2009; Crane et al., 2011). 

Außer an Astroglia im Gehirn und Rückenmark (Jung et al., 1994) wird AQP4 auch in 

Skelettmuskel, Niere, Lunge, Innenohr und Magen exprimiert (Graber et al., 2008). 

AQP4 wird nur in supportiven Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) wie 

Astrozyten und Ependymzellen, nicht jedoch an Neuronen oder Oligodendrozyten ge-

Abb. 2: Verteilung von AQP1 (blaue Kreise) und 
AQP4 (orange Kreise) im Gehirn (aus Amiry-
Moghaddam and Ottersen, 2003) 
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funden (Tait et al., 2008). Es wird in besonderer Weise an Grenzzonen zwischen Hirn-

parenchym und Flüssigkeitskompartimenten gebildet. So zeigt sich im Gehirn und im 

Rückenmark an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) bzw. an der Gehirn-Liquor-Schranke 

eine hohe AQP4-Dichte an den perikapillären und subpialen Endfüßchen der Astrozyten 

(Nielsen et al., 1997; Rash et al., 1998; Tait et al., 2008; Papadopoulos und Verkman, 

2013).  

1.2.3. Einfluss von AQP4 auf die zerebrale Wasserhomöostase und Auswirkungen 

 von NMO-IgG 

Eine der Hauptfunktionen des AQP4-Kanals besteht in der Regulation des Wasserhaus-

haltes und der Blut-Hirn-Schranke (BHS) (Papadopoulos und Verkman, 2013). So zei-

gen AQP4-defiziente Mäuse ein deutlich vermindertes toxisch bedingtes Gehirnödem 

(Verkman et al., 2006) und nach traumatischen Rückenmarksverletzungen reduzierte 

periläsionelle Ödeme (Saadoun et al., 2008). Die Auswirkungen von Antikörpern gegen 

AQP4 auf die Wasserhomöostase werden kontrovers beurteilt. Bei anti-AQP4-

Antikörper-positiven Patienten wurden radiologische Hinweise auf Störungen der 

Wasserhomöstase der BHS in Form ausgeprägter periläsioneller Ödeme beschrieben. 

(Matsushita et al., 2009). Während einige Arbeitsgruppen auch in vitro eine alterierte 

Wasserhomöostase fanden (Hinson et al., 2012), konnten andere die These, dass NMO-

assoziierte AQP4-Antikörper die osmotische Funktion des Wasserkanals beeinträchti-

gen, nicht bestätigen (Nicchia et al., 2009; Rossi et al., 2012). Weitere Arbeitsgruppen 

zeigten in einem In-vitro-Modell der BHS mit fetalen humanen Astrozyten, dass sich 

durch NMO-IgG das Verteilungsmuster von AQP4 nach intrazellulär verschiebt und 

eine erhöhte Permeabilität der BHS stattfindet (Vincent et al., 2008). Eine weitere Stu-

die belegt, dass Patientenserum von NMO-IgG positiven Patienten in einem Zellmodell 

die BHS stören kann. Allerdings machen die Autoren nicht anti-AQP4-Antikörper al-

lein, sondern im Serum enthaltene Zytokine wie VEGF (vascular endothelial growth 

factor) für diese Störung verantwortlich (Shimizu et al., 2012). 

1.2.4. Histopathologie der NMO-Läsionen 

In Autopsiestudien von NMO-Patienten findet man sowohl in der grauen als auch in der 

weißen Substanz Stellen ausgeprägter perivaskulärer entzündlicher Läsionen, welche 
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mit Hohlraumbildung, Nekrosen, axonalen Schäden und einem Verlust an Oligodendro-

zyten assoziiert sind. Dort zeigt sich ebenfalls eine ausgeprägte Infiltration mit Makro-

phagen, Mikrogliazellen und eosinophilen Granulozyten. In frühen Erkrankungsstadien 

kommt es an den typischen Läsionsstellen zu Ablagerungen von Immunglobulinen und 

aktivierten Komplementfragmenten (Lucchinetti et al., 2002) sowie deutlich verdickten 

Wänden nahegelegener Gefäße (Misu et al., 2006). Insbesondere an Orten wie Rücken-

mark, Hirnstamm oder der Area postrema, welche beim Gesunden eine hohe AQP4-

Dichte aufweisen, treten „Läsionen“ auf, in welchen keinerlei AQP4-Expression mehr 

nachweisbar ist und es stattdessen zu einer Infiltration von Eosinophilen und Plasmazel-

len sowie Ablagerungen von Immunglobulinen und Komplement kommt (Roemer et al., 

2007).  

Anhand dieser Befunde wurden in Autopsiestudien verschiedene Läsionstypen und 

-stadien im Rückenmark beschrieben (Misu et al., 2007; Parratt und Prineas, 2010). In 

der derzeit aktuellsten wurden 6 histopathologisch unterscheidbare Läsionstypen klassi-

fiziert (Misu et al., 2013), welche zwei verschiedenen pathophysiologischen Mechanis-

men zuzuordnen sind:  

Einerseits zeigen die Läsionstypen 1-3 eine durch astrozytäre Ablagerung von Immun-

globulinen und aktiviertem Komplement getriggerte Pathologie (Typ 1,"aktive NMO-

Läsion, assoziiert mit Komplementaktivierung und Granulozyteninfiltration"), welche in 

"zystischen Läsionen mit extensiver Gewebezerstörung" (Typ 2) mit vollständigem 

AQP1- und AQP4-Verlust resultiert. In deren Folge bleiben "Läsionen mit Ähnlichkeit 

zu sekundärer Waller'schen Degeneration"(Typ 3), charakterisiert durch Myelinverlust 

bei reaktiver Gliose und variablem AQP4-Verlust zurück. Der zweite Läsionstyp (4-6) 

scheint nicht durch aktiviertes Komplement und Granulozyten bedingt zu sein. Einer 

nahe aktiven Läsionen gelegenen "Läsion mit selektivem AQP4-Verlust ohne weitere 

strukturelle Schädigungen" (Typ 4) folgt eine "aktive NMO-Läsion mit astrozytärer 

Clasmatodendrosis" (Typ 5), gekennzeichnet durch eine charakteristische Anhäufung 

bizarrer Astrozyten mit massiv vergrößertem perinukleärem Zytoplasma, intrazyto-

plasmatischen Vakuolen und Einziehungen, Aufreihen und Verklumpung von Zellfort-

sätzen und möglicher Endozytose von AQP4. Die "Läsionen mit astrozytärer Dystro-
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phie und primärer Demyelinisierung" (Typ 6) werden als Folge der initialen Astrozyten-

Schädigung interpretiert. 

Eine weitere Autopsiestudie von 6 NMO-Patienten (Saji et al., 2013) bestätigt 

astrozytäre Nekrosen und einen Verlust von AQP4- und GFAP-positiven Zellen in 

inflammatorisch demyelinisierenden Läsionen im Rückenmark. Im Kortex kommt es 

trotz fehlender Hinweise auf Komplementablagerungen in der Lamina I zu einem hoch-

gradigen Verlust an AQP4-Expressivität der Astrozyten. Die Anzahl der GFAP-

positiven Astrozyten ist zwar reduziert, jedoch gibt es dort ebenfalls AQP4-negative, 

GFAP-positive, nicht-lytische Astrozyten. In den Schichten II-IV bleibt die AQP4-

Expression erhalten, es zeigt sich sogar eine Vermehrung an GFAP-positiven Struktu-

ren. Auffallend ist, dass in den Laminae II, III und IV eine signifikante Verringerung in 

der Dichte der kortikalen Neurone beschrieben wird, darüber hinaus auch für die Lami-

na II eine große Anzahl aktivierter Mikroglia. Diese Befunde eines nicht Komplement-

abhängigen selektiven Verlusts der AQP4-Expression ohne konsekutive Astrozyten-

destruktion könnte einen Hinweis auf einen weiteren Antikörper-induzierten Mecha-

nismus ohne Komplementaktivierung darstellen. Die Autoren führen eine mögliche in-

komplette Internalisierung in Folge der Bindung des NMO-IgG-Komplexes mit konse-

kutiver Störung der Wasser- oder Glutamat-Homöostase als mögliche Erklärung an. Der 

Verlust an kortikalen Neuronen in benachbarten Regionen könnte auf andere Mecha-

nismen wie die Beteiligung von Mikroglia hinweisen. 

 

1.3. Mögliche Pathomechanismen der NMO-IgG 

1.3.1. Komplement-abhängige Zytotoxizität 

1.3.1.1. Das Komplementsystem 

Das Komplementsystem ist sowohl selbstständiger Bestandteil der angeborenen Immu-

nität als auch Effektoranteil der Antikörperantwort des adaptiven Immunsystems. Es 

besteht aus 35 bis 40 Proteinen und Glykoproteinen im Plasma oder auf Zelloberflächen 

(Carroll und Sim, 2011), welche miteinander interagieren, um Krankheitserreger zu 

opsonisieren und eine Entzündungsreaktion zur Infektabwehr auszulösen. Die Komple-
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mentkaskade kann auf drei Wegen ausgelöst werden, dem „klassischen“ Weg, dem 

Lektinweg und dem alternativen Weg.  

Beim klassischen Weg kommt es durch die Bildung eines Antigen-Antikörper-

Komplexes aus einem planaren pentameren IgM-Molekül oder mindestens 2 in enger 

sterischer Nähe gelegenen IgG-Molekülen mit einem Zielantigen zur Bindung von C1q 

an die Fc-Abschnitte der Immunglobuline und zur konsekutiven enzymatischen Aktivie-

rung von C1r. Über verschiedene Zwischenschritte (C4, C2, C3-Konvertase) wird das 

Peptidfragment C5b freigesetzt, welches die Bildung des terminalen Membran-

angreifenden Komplexes (bestehend aus C5b, C6, C7, C8 sowie 10-16 C9-Molekülen) 

auslöst. Letzterer ist ein Transmembrankanal, welcher die Homöostase der Zelle durch-

bricht und zur Zerstörung der Zielzelle führt [nach (Murphy, 2012), Kapitel 2 und 10]. 

1.3.1.2. Komplementaktivierung als pathogene Ursache bei Autoimmunerkran- 

  kungen 

Neben den physiologischen Aufgaben bei der Bekämpfung von Bakterien und der Lyse 

nekrotischer Zellen wird eine pathologische Beteiligung von Komplement auch bei ei-

ner Vielzahl von Erkrankungen diskutiert. Das Spektrum reicht hierbei von Absto-

ßungsreaktionen von Transplantaten über degenerative Erkrankungen wie Alzheimer bis 

hin zu Autoimmunerkrankungen wie z.B. rheumatoider Arthritis, membranproliferativer 

Glomerulonephritis, Pemphigus vulgaris oder Myasthenia gravis (Morgan und Harris, 

2003).  

Aufgrund des Vorhandenseins spezifischer IgG-Autoantikörper und der Autopsie-

befunde mit Nachweis von aktiviertem Komplement und Zelldestruktion liegt es nahe, 

dass Komplement auch bei der NMO eine Rolle spielt. Die Freisetzung von C3a und 

C5a Fragmenten erhöht die Permeabilität von Gefäßwänden und die Bindung von C3b 

erleichtert die Phagozytose. Letztendlich baut C5a auch einen chemotaktischen Gradi-

enten auf, um Entzündungszellen anzuziehen. Dies alles kann zu der ausgeprägten 

Leukozyteninfiltration beitragen, welche für NMO-Läsionen charakteristisch ist 

(Hinson et al., 2010). Astrozyten tragen zwar anders als z. B. Oligodendrozyten des N. 

opticus (Gasque und Morgan, 1996) das Komplement-regulierende Protein CD59, wel-

ches die Bildung des membranangreifenden Komplexes behindern soll, jedoch besteht 
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für Astrozyten kein Schutz gegen die Folgen einer Aktivierung früher Bestandteile der 

Komplementkaskade (Spiller et al., 1996). Da der Schweregrad eines NMO-Schubes 

mit dem Grad der Komplementaktivierung von NMO-IgG zu korrelieren scheint 

(Hinson et al., 2009), könnte eine mögliche Blockade der Komplementwirkung einen 

Therapieansatz darstellen. Bei Applikation von C1-Inhibitor wurde in experimentellen 

Studien keine Entstehung von Läsionen beobachtet (Saadoun et al., 2010), auch in klini-

schen Pilotstudien zeigte Eculizumab, ein monoklonaler, C5-depletierender therapeuti-

scher Antikörper, eine gute Wirksamkeit bei Patienten mit NMO (Pittock et al., 2013). 

Auch direkte experimentelle Befunde unterstreichen die Rolle von Komplement bei der 

Entstehung sog. typischer NMO-Läsionen: 

In Astrozytenkulturen kommt es in Anwesenheit von NMO-IgG zur Zelllyse. Hitze- 

(und somit Komplement-) inaktiviertes Patientenserum reicht alleine jedoch hierfür 

nicht aus (Kinoshita et al., 2009). Ein ähnlicher Befund konnte auch an kultivierten Rü-

ckenmarksschnitten gezeigt werden (Zhang et al., 2011). Auch rekombinante Antikör-

per (rAb) gegen AQP4 alleine zeigen gemeinsam mit humanem Komplement NMO-

typische Läsionen einschließlich Verlust von GFAP und AQP4 sowie Demyelini-

sierung. In systemischen Passiv-Transfer-Experimenten mit Induktion einer EAE (expe-

rimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis) zur Öffnung der Blut-Hirn-Schranke führen 

sowohl aufgereinigtes Patienten-IgG (Kinoshita et al., 2009) als auch rAb gegen AQP4 

(Bennett et al., 2009) zu Astrozyten-Depletionen und Ablagerungen von Komplement 

an den Läsionsstellen. In diesen Experimenten wird jedoch die Blut-Hirn-Schranke 

durch eine unphysiologische Entzündungsreaktion geöffnet (Bradl et al., 2009). Eine 

neue Studie zeigt, dass ohne EAE die Blut-Hirn-Schranke bei systemischer Applikation 

der IgGs weitgehend intakt bleibt und nur Orte einer natürlichen Durchgängigkeit wie 

die Area postrema von NMO-typischen Läsionen befallen sind (Ratelade et al., 2011). 

In einem anderen Tiermodell wurden den Versuchstieren NMO-Seren direkt ins Hirnpa-

renchym injiziert (Saadoun et al., 2010). Hier konnte auch in vivo der Nachweis er-

bracht werden, dass humanes Komplement notwendig ist, um einen Astrozyten-

untergang mit Verlust von GFAP und AQP4 und nachfolgender Demyelinisierung zu 

erreichen. 
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1.3.2. Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität 

Neutrophile (Saadoun et al., 2012) und eosinophile Granulozyten (Kinoshita et al., 

2010), Makrophagen und NK-Zellen genauso wie lösliche Zytokine wie TNFα, IL-6, 

IL-1β oder IFN-γ scheinen in einem experimentellen Modell mit vitalen Rückenmarks-

schnitten in der Lage zu sein, zu einer Exazerbation der durch anti-AQP4-Antikörper 

induzierten Läsionen beizutragen (Zhang et al., 2011). Insbesondere NK-Zellen könnten 

über den Mechanismus der antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität 

(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) eine entscheidende Rolle spie-

len. Unter ADCC versteht man das selektive Abtöten von Zellen, deren Oberfläche mit 

Antikörpern besetzt ist, durch Zellen mit Fc-Rezeptoren, die die konstante Region der 

gebundenen Antikörper erkennen. Zumeist wird die ADCC durch NK-Zellen vermittelt, 

welche den Fc-Rezeptor FcγRIII oder CD16 haben (Murphy, 2012). Die NK-Zellen, 

deren Funktion am besten in der Frühphase der Immunabwehr bei Infektionen und in 

der Tumortherapie untersucht sind, setzen nach Aktivierung zytotoxische Granula frei, 

welche Granzyme und Perforin enthalten und in der Zielzelle die Apoptose induzieren. 

Sowohl in Astrozytenkulturen als auch in einem In-vivo-Modell ist NMO-IgG zusam-

men mit NK-Zellen in der Lage, Astrozyten zu schädigen. Darüber hinaus sind NK-

Zellen in der Lage, durch NMO-IgG und Komplement bedingte Läsionen hochgradig zu 

verstärken (Ratelade et al., 2012). Zwar werden NK-Zellen in NMO-Läsionen nicht in 

großem Ausmaß gefunden, da sie jedoch nur eine sehr kurze Lebenszeit haben und zu-

dem andere ADCC-kompetente Immunzellen wie Granulozyten und Eosinophile in 

NMO-Läsionen übermäßig stark vertreten sind, ist eine Beteiligung dieses Effektorwegs 

zusätzlich zur Komplement-vermittelten Schädigung wahrscheinlich. 

1.3.3. Internalisierung von AQP4 

Zusätzlich zur Aktivierung von sekundären Effektorwegen durch Autoantikörper sind 

bei humoral vermittelten Erkrankungen häufig auch direkte Wechselwirkungen der pa-

thogenen Antikörper mit dem Zielepitop oder der Zielzelle relevant, wie z. B. bei der 

Pathogenese der Myasthenia gravis (Toyka et al., 1975) oder des Guillain-Barré-

Syndroms (Buchwald et al., 2002) 
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Es wurde gezeigt, dass NMO-IgG selektiv an mit AQP4-transfizierte HEK-293-Zellen 

(Lennon et al., 2005) bindet und zu einer raschen endosomalen Internalisierung und zu 

einem Abbau von AQP4 führt (Hinson et al., 2007). Als möglicher Trigger wurde eine 

bivalente IgG-Bindung an zwei benachbarte AQP4-Moleküle angeführt (Hinson et al., 

2010). Diese Herabregulierung könnte mit den Ergebnissen in pathologischen Befunden 

von Patienten übereinstimmen, welche auch einen von Gewebedestruktion unabhängi-

gen Verlust von AQP4 zeigen (Roemer et al., 2007; Misu et al., 2013). In der Arbeits-

gruppe von Wanda Lennon wurde auch eine schnelle Internalisierung von AQP4 in 

primären Astrozyten nach Applikation von NMO-IgG berichtet (Hinson et al., 2008; 

Hinson et al., 2012), eine andere Arbeitsgruppe fand dagegen keine Belege für eine An-

tikörper-induzierte Internalisierung von AQP4 in primären Astrozyten und im Tiermo-

dell nach intrazerebraler Injektion der Antikörper (Ratelade et al., 2011), sodass diese 

Hypothese weiterhin umstritten bleibt. 

1.3.4. Assoziation von AQP4 und EAAT2 und Auswirkungen auf den Glutamat-

 haushalt 

Ausgehend von einer Koexpression von AQP4 und des Na+-abhängigen exzitatorischen 

Aminosäuren-Transporters 2 (EAAT2, homolog dem GLT-1 Kanal in Nagern) in 

Astrozyten (Nielsen et al., 1997) sowie einer Verminderung des Glutamataufnahme in 

AQP4-defizienten Mäusen wurde in Analogie auch eine Assoziation von EAAT2 und 

AQP4 im humanen ZNS postuliert (Zeng et al., 2007; Hinson et al., 2008). In 

transfizierten Zellkulturen sowie in primären Astrozyten bilden AQP4 und EAAT2 ei-

nen makromolekularen Komplex und in Anwesenheit von NMO-IgG kommt es in vitro 

zu einer simultanen Herabregulierung beider Membranproteine, möglicherweise durch 

Internalisierung (Hinson et al., 2008).  

EAAT2 ist der häufigste Glutamattransporter des Gehirns und für ca. 90% der 

Glutamataufnahme verantwortlich. Durch Herabregulierung kann es zu einer Störung 

der Glutamathomöstase und zu einer konsekutiven Übererregung der postsynaptischen 

neuronalen Glutamatrezeptoren, einer Elektrolytverschiebung u. a. der Ca2+ und Na+-

Spiegel und letztendlich einem Untergang von Neuronen kommen (Kim et al., 2011). 
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Weitere In-vitro-Modelle bestätigen in Anwesenheit von NMO-IgG eine Schädigung 

benachbarter Oligodendrozyten (Marignier et al., 2010). Da diese selbst kein AQP4 

exprimieren, jedoch sensibel auf erhöhte Glutamatspiegel reagieren (Matute et al., 1997; 

Xu et al., 2008), wird dies in Anbetracht gleichzeitig gemessener erhöhter extrazellulä-

rer Glutamatspiegel als Folge eines „toxischen Bystander-Effekts“ gewertet, in welchem 

die Oligodendrozyten passiv als Folge des gestörten Glutamatshaushalts der Astrozyten 

geschädigt werden.  

In einem weiteren Experiment  mit primären Astrozyten zeigt sich jedoch in Gegenwart 

von NMO-IgG nur eine geringe Internalisation von AQP4 und kein Hinweis auf eine 

Internalisation von EAAT2 (Ratelade et al., 2011). Die Autoren argumentieren, dass 

eine mögliche Erhöhung des Glutamatsspiegels und der somit verbundenen toxischen 

Wirkungen weniger durch eine Reduzierung des EAAT2-Transporters, sondern durch 

eine allgemeine Nekrose und Störung der Astrozyten zu erklären sei. 

In der Zusammenschau der bislang bestehenden Erkenntnisse und der aktuell verfügba-

ren neuropathologischen Untersuchungen bleibt diese interessante Hypothese einer An-

tikörper-spezifischen und Komplement-unabhängigen Pathophysiologie ebenso wie die 

selektive Herabregulierung von AQP4 in intakten Astrozyten (siehe 1.3.3) Gegenstand 

intensiver wissenschaftlicher Diskussion. 
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1.4. Fragestellung und Zielsetzung 

Um eine pathophysiologische Rolle von Autoantikörpern im Sinne einer Autoimmuner-

krankung zu belegen, ist gemäß den Postulaten von Witebsky (Witebsky et al., 1957; 

Rose und Bona, 1993) neben Indizien wie dem Ansprechen auf Immunsuppression und 

der Isolation von Autoantikörpern mit spezifischem Antigen oder autoreaktiven T-

Zellen auch der Nachweis der Übertragbarkeit in einem Tiermodell notwendig. Hierbei 

wird gefordert, dass der Erkrankung ähnliche Merkmale reproduziert werden können, 

entweder in Form eines direkten Beleges durch Transfer aufgereinigter Immunglobuline 

oder durch Immunisierung mit dem entsprechenden Antigen. 

Die bisher publizierten Tiermodelle sind zumeist Ko-Transfer-Modelle unter Verwen-

dung der sog. experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). So konnte ge-

zeigt werden, dass es in gegen Myelin-basisches Protein (MBP) immunisierten EAE-

Modellen (Bennett et al., 2009; Kinoshita et al., 2009) und in mit MBP-reaktiven T-

Zellen transferierten EAE-Tieren (Bradl et al., 2009) durch Patienten-Immunoglobuline 

oder rekombinante Antikörper im proinflammatorischen Milieu zu einer Exazerbation 

der durch die EAE ausgelösten Symptome sowie histopathologische Veränderungen 

einschließlich eines Verlustes von AQP4- und GFAP-Immunoreaktivität, Ablagerung 

von Komplement und massive inflammatorische Infiltration kommt. Systemisch appli-

zierte Immunglobuline können die Bluthirnschranke nicht überwinden und erreichen 

nur zirkumventrikuläre Organe wie die Area postrema (Ratelade et al., 2011). Bei die-

sen Versuchen mit Zuhilfenahme des EAE-Modells bleibt aufgrund der hierdurch her-

vorgerufenen inflammatorischen Veränderungen eine Beurteilung des davon getrennten 

Effekts der NMO-IgG problematisch. 

In einem weiteren Tiermodell wurden Versuchstieren Antikörper und humanes Kom-

plement (Saadoun et al., 2010) sowie rekombinante Antikörper in Verbindung mit NK-

Zellen oder Komplement direkt intrazerebral injiziert (Ratelade et al., 2012). Diese Ver-

suche deuteten bei hoher lokaler Konzentration auf eine Komplement-abhängige, mög-

licherweise auch durch NK-Zellen verstärkte Depletion von AQP4 und GFAP hin. Die 

intraparenchymale Injektion entspricht allerdings nicht den Gegebenheiten und typi-

schen Verteilungsmustern der Krankheit, sodass dieses Modell ebenfalls als problema-

tisch anzusehen ist. Bei beiden Modellen wird der Pathomechanismus vorwiegend his-
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tologisch beurteilt, mögliche phänotypische Veränderungen im Verhalten und der Zeit-

verlauf können hierbei nicht beurteilt werden. 

In der vorliegenden Arbeit soll mit Hilfe eines weiteren etablierten Passiv-Transfer-

Tiermodells mittels repetitiver intrathekaler Injektion durch implantierte Katheter 

(Yaksh und Rudy, 1976; Geis et al., 2011; Geis et al., 2012) der Einfluss von Autoanti-

körpern und humanem Komplement bei der Pathogenese der NMO untersucht werden. 

In zuvor durchgeführten Versuchen unserer Arbeitsgruppe (Ritter, 2013) konnte NMO-

Patientenmaterial in diesem Passiv-Transfer-Modell eingesetzt werden und gezeigt wer-

den, dass es bei intrathekaler Applikation von aufgereinigtem Patienten-IgG zu klini-

schen Erkrankungszeichen in der Verhaltenstestung kommt. Histologisch wurde im Rü-

ckenmark eine Reduktion der AQP4- und EAAT2-Reaktivität bei Hypertrophie GFAP-

positiver Astrozyten beobachtet. 

Die vorliegende Arbeit hat zwei übergeordnete Ziele: zum einen soll untersucht werden, 

ob die zuvor gewonnenen Erkenntnisse einer Komplement-unabhängigen patho-

physiologischen Rolle von aufgereinigtem polyklonalem IgG von NMO-Patienten tat-

sächlich auf die Wirkung von Antikörpern gegen AQP4 zurückzuführen sind. Hierzu 

werden spezifische, rekombinante Antikörper gegen AQP4 im intrathekalen Passiv-

Transfer-Modell eingesetzt, die aus humanen Plasmazellen gewonnen wurden (Bennett 

et al., 2009). Zum anderen soll die Rolle von humanem Komplement in diesem Passiv-

Transfer-Modell mit polyklonalem NMO-IgG und rekombinanten Antikörpern gegen 

AQP4 untersucht werden. 

Das Verhalten der Versuchstiere und der Krankheitsverlauf sollen mit verschiedenen 

standardisierten Methoden analysiert werden, darüber hinaus erfolgen bei ausgewählten 

Tieren Untersuchungen des Rückenmarks im MRT mit dem sensitiven Kontrastmittel 

Gadofluorin M (Bendszus et al., 2008). Nach Abschluss der Versuche wird eine Gewe-

beentnahme des Rückenmarks und eine detaillierte histologische Aufbereitung und 

Analyse vorgenommen. Zum Vergleich der Komplement-Wirkung mit anderen bereits 

publizierten Modellen wird eine intrazerebrale Injektion einer aufgereinigten IgG-

Fraktion mit humanem Komplement durchgeführt und histologisch aufgearbeitet. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Versuchstiere 

2.1.1. Herkunft und Tierhaltung 

Für die Experimente wurden 6 - 8 Wochen alte weibliche Lewis-Ratten (Charles River 

Inc. Germany, Sulzfeld, Deutschland) verwendet, welche ein Gewicht von 170 - 230 g 

aufwiesen. 

Die Tiere wurden je nach Anforderungen des Versuchs einzeln in Käfigen Typ III oder 

zu fünft im Typ IV Eurostandard auf Standardstreu bei einem hell/dunkel Lichtrhyth-

mus von 12/12 Stunden und 55% Luftfeuchtigkeit bei 22°C gehalten. Trockenfutter 

(Typ 1324; Firma Altromin GmbH & CO.KG, Lage, Deutschland) und Wasser standen 

ad libidum zur Verfügung. Die Versorgung der Tiere war durch Tierpfleger der Tierhal-

tung (Neurologische Klinik und Poliklinik der Universität Würzburg) gewährleistet. 

Die Tierversuche wurden von der Regierung von Unterfranken zugelassen (Genehmi-

gung vom 20.01.2010) 

2.1.2. Verhaltenstestung 

Sämtliche Verhaltenstestungen erfolgten durch mehrere, voneinander unabhängige Un-

tersucher, die in Bezug auf die Gruppenzugehörigkeit der Tiere verblindet waren. 

2.1.2.1. Allgemeine Betrachtung 

Während der Versuchsphase wurde der Zustand der Tiere täglich beobachtet, d. h. es 

wurde das Gewicht erhoben sowie auf äußere Veränderungen wie struppiges Fell, ver-

schmutzte oder verklebte Körperöffnungen oder Schmerzlaute der Ratten beim Ergrei-

fen geachtet. Eine Evaluation der motorischen Fertigkeiten der Tiere bei Bewegung auf 

freier Fläche und Klettern über Hindernisse ermöglichte abschließend die Einteilung in 

einen klinischen Punktescore (NMO-Score, siehe Tabelle 1: NMO-Score). Videoauf-

nahmen ausgewählter Tiere vor Versuchsende oder bei Auftreten klinischer Besonder-

heiten dienten der Veranschaulichung und Dokumentation. 
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2.1.2.2. NMO-Score 

Die Tiere wurden täglich einzeln auf einen freien Tisch gesetzt und auf Erkrankungszei-

chen hin untersucht und dabei nach einem Punktescore von 0 - 10 (siehe Tabelle 1: 

NMO-Score) bewertet. Dieser wurde angepasst nach dem sog. EAN-Score (Experimen-

telle Autoimmun-Neuritis) nach Hartung et al. (1988). Der Unterschied hierzu ist, dass 

aufgrund der rückenmarknahen Applikation der Antikörper auch andere Extremitäten 

erste Krankheitssymptome zeigen können und eine Schwanzlähmung nicht als erstes 

Symptom auftreten muss. 

Tabelle 1: NMO-Score (modifizierter EAN-Score) 

Score Klinische Erkrankungszeichen 

0 normal 

1 läuft normal, proximale 2/3 des Schwanzes waagrecht, Schwanzspitze schleift auf Boden oder 

leichte Parese einer Extremität 

2 läuft normal, gesamter Schwanz schleift auf Boden oder moderate Parese einer Extremität 

(kein Wegklappen der Extremität) 

3 zusätzlich etwas breitbeiniger Gang, geringe Ataxie 

4 breitbeiniger ataktischer Gang, Hinterbeine nicht mehr ganz durchgestreckt, hinten tiefer als 

bei 3 

5 zusätzlich klappt beim Laufen öfter oder immer ein Hinter- oder Vorderbein nach hinten weg, 

kann jedoch wieder vollständig nach vorne gebracht werden für den nächsten Schritt  

6 eine Extremität konstant hinten, kann für den Schritt nicht mehr unter den Körper gebracht 

werden, oder zwei Extremitäten inkonstant hinten, können noch unter den Körper gezogen 

werden, oder seitliches Wegrutschen beider Beine, Gang im Spagat 

7 zwei Extremitäten (zumeist die Hinterbeine) fast vollständig oder vollständig gelähmt, kön-

nen nicht mehr bis zur Spagatstellung vorgezogen werden (schwere Parese oder Paraplegie) 

8 Schwäche aller vier Extremitäten, zieht sich nicht mehr gerade und flott mit den Vorderbei-

nen voran, Aufstützen des Oberkörpers nicht mehr nur auf die Pfoten (Tetraparese) 

9 Tetraparese und Atemnot; moribund 

10 gestorben 
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2.1.2.3. Rotarod-Testung 

Der Rotarod-Test (Abb. 3) ist eine gängige, etab-

lierte Methode, um die motorische Koordinations-

fähigkeit und Ausdauer von Versuchstieren bei 

forcierter Lokomotion zu überprüfen. Dabei sitzen 

bis zu vier Tiere blickdicht voneinander getrennt 

auf einem rotierenden Drehstab (Durchmesser 60 

mm, Breite je Messplatz 85 mm). Die Zeitnahme 

wird bei Beginn der Rotation gestartet und durch 

eine Lichtschranke angehalten, wenn das Ver-

suchstier die Rolle verlässt. Das verwendete Gerät 

(Rotarod Advanced für 4 Ratten, V 4.0.1, TSE 

Systems GmbH; Bad Homburg, Deutschland) be-

schleunigt konstant innerhalb von 300 Sekunden 

von 5 rpm (Umdrehungen pro Minute) auf 30 rpm.  

Die Lewis-Ratten wurden eine Woche nach der Operation zunächst in 2 Durchgängen 

an die Apparatur gewöhnt, ehe an 3 aufeinanderfolgenden Tagen die Baseline-Testun-

gen durchgeführt wurden, um stabile Ausgangsparameter zu erheben. Anschließend 

wurden die Tiere einmal wöchentlich getestet. Um eine möglichst geringe Beeinflus-

sung der Leistung durch mögliche Reizungen durch die intrathekalen Applikationen zu 

gewährleisten, erfolgten die Tests in der Regel am zweiten Tag der Pause (48 h nach der 

letzten Injektion). Um möglichst zuverlässige Ergebnisse zu erhalten, fanden je Test-

durchgang 5 - 6 Messungen pro Tier statt. Aus den 3 höchsten Werten wurde ein Mit-

telwert gebildet, welcher in die weiteren Auswertungen einging. 

2.1.2.4. Grip-Strength-Testung 

Der Grip-Strength-Test ist ein bewährtes Verfahren um die Muskel- und Haltekraft der 

Vorderpfoten festzustellen. Hierbei wird das Versuchstier auf ein mit der Testapparatur 

verbundenes Gitter gesetzt und am Schwanz gerade nach hinten weggezogen. Der Sen-

sor misst die Kraft, bei welcher die Ratte das Gitter loslässt. Das verwendete Gerät 

(TSE Grip Strength Meter, TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland) ist in der 

Abb. 3: Aufbau Rotarod 
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Lage, Kräfte bis zu 2000 g zu messen und speichert sowohl die Loslass- als auch die 

maximal wirksame Kraft. 

Es wurden 10 - 14 Tage nach der Operation je 2 Baseline-Testungen durchgeführt, um 

stabile Ausgangswerte zu erhalten und danach jeweils eine pro Woche im Anschluss an 

die Rotarod-Testungen. Pro Durchgang wurden ca. 10 Messwerte erhoben. Dabei war 

darauf zu achten, dass die Ratten sich jeweils festhielten und kooperierten. Anschlie-

ßend wurde aus den jeweils 5 besten Resultaten ein Mittelwert errechnet und für die 

weiteren Auswertungen verwendet. 

 

2.2. Operative Methoden 

2.2.1. Intrathekale Katheterimplantation 

2.2.1.1. Narkoseführung 

Für die Implantation der intrathekalen Katheter wurde ein Isofluoran-Sauerstoffgemisch 

verwendet. Isofluoran (IsofluoranCP®, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burg-

dorf, Deutschland) wurde hierzu in einen Verdampfer (Vapor 19.3, Dräger Medical 

Deutschland GmbH, Lübeck, Deutschland ) gefüllt, in welchem das Gas mit Sauerstoff 

(O₂-flow 0.4 l/min) vermischt und über einen Plastikschlauch mit 3-Wege-Hahn entwe-

der in eine Narkosekammer (Büchner Sonderanfertigungen; Würzburg, Deutschland) 

oder eine Narkosemaske (Eigenherstellung) geleitet werden konnte. Ein konstanter Va-

kuum-Sog über einen zweiten Plastikschlauch eliminierte überschüssige Narkosegase. 

Zur Narkoseeinleitung wurde die Ratte in die Kammer gesetzt, in die so lange 4-Vol-%-

Isofluoran-Sauerstoff-Gemisch geleitet wurde, bis Korneal- und Fußreflexe nicht mehr 

auslösbar waren. Anschließend wurde das Tier mit der Schnauze in der Maske platziert 

und die Narkose nach der ersten Inzision unter konstanter Kontrolle von Atemtiefe, 

Vigilanz und Reflexstatus mit 2 - 2.5 Vol-% des Isofluoran-Sauerstoff-Gemischs fortge-

setzt.  
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Nach Beendigung des operativen Eingriffs wurde die Ratte aus der Maske herausge-

nommen und bis zum Wiedererlangen des Bewusstseins in einen leeren Käfig auf eine 

Wärmeplatte (Medax Nagel GmbH, Kiel, Deutschland) bei 37°C gesetzt. 

2.2.1.2. Auswahl und Herstellung der Katheter 

Ein 13 cm langes Stück eines Polyethan-Katheters (PE-10, Innendurchmesser 0,28 mm, 

Außendurchmesser 0,61 mm; BD Intramedic polyethylen tubing, Clay Adams, USA) 

diente als Ausgangsmaterial für die Katheter. Mit einem Überhandknoten wurde dieser 

je nach Versuch in ein 6.5 - 7.0 cm Teilstück und ein entsprechendes Reststück unter-

teilt. Der lose Knoten wurde mit einem Tropfen Hoffmann’s Phosphat Zement (Dental 

Manufaktur GmbH, Berlin, Deutschland) fixiert. Nach einer Durchgängigkeitsprüfung 

mit einer NaCl-Testinjektion erfolgte bis zur Implantation mindestens 24 h lang die 

Desinfektion in einer 70% Ethanollösung.  

2.2.1.3. Operative Durchführung 

Die intrathekale Katheterimplantation erfolgte ausschließlich an 6 bis 8 Wochen alten 

weiblichen Lewis-Ratten mit einem Gewicht von 170 - 250 g. 

Nach der Narkoseeinleitung wurde das Tier kurzfristig aus der Kammer entfernt und im 

Nackenbereich beginnend zwischen den Ohren 2 cm nach kaudal rasiert (Ermila 3000, 

Wahl Deutschland GmbH, Fernwald, Deutschland). Anschließend wurde die Schnauze 

in der Narkosemaske platziert und das Versuchstier in einen stereotaktischen Rahmen 

(Sonderanfertigung, Würzburg) eingespannt. Nach Desinfektion des Nackenbereichs 

mit 70%iger Ethanollösung wurden die Augen mit Bepanthen®-Augensalbe vor Aus-

trocknung geschützt, wobei gleichzeitig der Cornealreflex und somit eine suffiziente 

Narkosetiefe überprüft werden konnte.  

Mit einem Skalpell (Größe 10) wurde in der Mittellinie, zwischen den Ohren begin-

nend, ein 2 - 2.5 cm langer sagittaler Hautschnitt kaudalwärts durchgeführt. Nun konnte 

der Fluss des Inhalationsnarkotikums wie oben beschrieben auf 2 Vol.% gedrosselt 

werden. Nach abermaliger Verifizierung der adäquaten Narkosetiefe per erloschenem 

Schmerzreflex der Hinterpfote des Versuchstiers wurde die oberflächliche Nackenmus-

kulatur mit einem kleinen Skalpell (Größe 15) am Occiput durchtrennt und mit einem 
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am Fußende des sterotaktischen Rahmens befestigten Wundhaken etwa 1 cm nach kau-

dal gezogen. Jetzt ließ sich der tiefer gelegene Anteil der zweigeteilten Muskelschicht 

am Ansatz des Hinterhaupts je 3 mm lang, von der Mittellinie ausgehend, in beide Rich-

tungen nach lateral durchtrennen. Die verbliebenen Muskelfasern wurden sorgfältig in 

kaudale Richtung vom okziptalen Schädelknochen abgeschabt, sodass anschließend die 

Dura mater zwischen Schädel und erstem Wirbelkörper freipräpariert werden konnte. 

Um diese und lokale Blutgefäße zu schonen, erfolgte die Arbeit unter mikroskopischer 

Sicht (M3Z Surgery microscope, Wild, Heerbrugg, Schweiz). 

Anschließend wurde die Dura vorsichtig mit einer 2 mm von der Spitze aus um 90° zu 

einem Haken verformten 30G Nadel punktiert, bis Liquor austrat. Der Katheter mit dem 

6.5 -7.0 cm langen Teilstück voran wurde mittig und parallel zum Hirnstamm durch das 

vorhandene Loch in das Liquorkompartiment eingeführt und langsam nach kaudal vor-

geschoben. Um Reizungen der dorsalen Nervenwurzeln zu minimieren, wurde der Ka-

theter bei Auftreten von Zuckungen der paravertebralen Muskulatur oder eines geringen 

Widerstandes beim Vorwärtsführen ca. 0.5 - 1.0 cm zurückgezogen, seitlich rotiert und 

erneut vorgeschoben, bis das Katheterteilstück vollständig im Liquorkompartiment ein-

gebracht war und der Zementknoten locker auf der Dura auflag. Der Zugang wurde an-

schließend mit nicht resorbierbarem Fadenmaterial, z. B. Silikam 4/0 Braun DS19 B 

(Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland), mit einer Tabakbeutelnaht unter der Nacken-

muskulatur fixiert.  

Anschließend wurde das freie Ende mit Hilfe einer 20G-Nadel subkutan nach frontal 

getunnelt, sodass die Austrittsstelle medial ca. 0.5 - 1.0 cm oberhalb der Augen lag. 3 - 

4 Einzelknopfnähte, z. B. mit einem resorbierbaren Vicryl 4/0 TF-plus Faden (Ethicon, 

Johnson & Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschland), verschlossen den Hautschnitt. 

Um die Bildung von Blutgerinnseln im Katheter durch akzidentiell bei der Implantation 

verletzte Gefäße zu verhindern, wurde der Katheter mit Hilfe einer Hamilton-Spritze 

(Hamilton Microliter Syringes, Model 710-80601 TLL; Postnova Analytics GmbH, 

Landsberg/Lech, Deutschland) mit 10 µl NaCl gespült und anschließend durch ein 1 cm 

langes Stück chirurgischen 28G Stahldraht (Surgeal steel B&S DS 28; Ethicon, Johnson 

& Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschland) reversibel verschlossen. 
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Nach Beendigung der Narkose wurde das Tier aus dem stereotaktischen Rahmen ent-

fernt und bis zur Wiedererlangung des Bewusstseins und der Schutzreflexe in einen 

leeren Käfig auf einer Wärmeplatte bei 37°C gebracht. 

 

2.2.1.4. Durchführung der Injektionen 

Nach einer Erholungsphase von 10 - 14 Tagen erfolgten die täglichen Injektionen mit 

einer 100µl-Hamilton-Spritze. Im Anschluss an die Erhebung von Gewicht und NMO-

Score wurden die Versuchstiere vom Kopf abwärts in ein Tuch gewickelt, der Stahl-

Stopfen der Spitze mit einer Pinzette vorsichtig entfernt und die Injektionsmenge lang-

sam (ca. 10 µl/min) appliziert, wobei stets auf das Verhalten der Tiere und eventuelle 

Schmerzsignale zu achten war. Bei Schmerzäußerungen wurde die Applikation gestoppt 

und nach einer Erholungsphase wieder verlangsamt aufgenommen. Zum Abschluss 

wurde mit 10 µl 0.9% NaCl nachgespült und der Stopfen wieder aufgesetzt. 

Die Spritzen wurden in 70% Ethanollösung gelagert und vor jeder Injektion mehrfach 

mit 0.9% NaCl-Lösung durchgespült. 

 

2.2.2. Intrazerebrale Injektionen 

2.2.2.1. Narkoseführung 

Die Lewis-Ratten wurden mit einer Ketamin-Xylazin-Narkose (80 mg/kg, bzw. 8 mg/kg 

KG) intraperitoneal anästhesiert. (0.1 ml/100g KG bei einem Verhältnis Ketamin 

(Ketanest 10%): Xylazin (Rompun 2%): Aqua dest. = 4:1:3). Nach Überprüfung der 

Narkosetiefe durch ausgefallene Corneal- und Schmerzreflexe konnten die Versuchstie-

re auf einem stereotaktischen Rahmen (Sonderanfertigung) 3-Punkt-fixiert werden. Die 

Körpertemperatur wurde mit Hilfe einer rektal eingeführten Sonde und eines 

Wärmepads konstant auf 37 - 38°C gehalten, die Augen mit Hilfe einer Bepanthen®-

Augensalbe vor dem Austrocknen geschützt. 
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2.2.2.2. Operative Durchführung und Injektion 

Nach Eintritt der gewünschten Narkosetiefe wurde das Fell der Versuchstiere mit einem 

Rasierapparat (Ermila 3000, Wahl Deutschland GmbH, Fernwald, Deutschland) am 

Kopf entfernt, anschließend wurden Bregma und Lambda durch einen medianen sagitta-

len Hautschnitt freigelegt, Faszien und Muskelreste mit einem Skalpell vom knöchernen 

Schädel abpräpariert. 

Die Ratten wurden nun in den stereotaktischen Rahmen gespannt und die Injektionsstel-

len mit Hilfe eines stereotaktischen Feinmanipulators wie folgt bestimmt (Koordinaten 

anterior/lateral/Tiefe, in mm, ausgehend vom Bregma, vgl. Abb. 4) 

Putamen:  (-1/3/5) 

Cortex:   (-2/5/3) 

Stammganglien:  (-5/2/6). 

Mit einem Mehrzweckbohrer (Dremel 300-1/55; Dremel Deutschland, Leinfelden-

Abb. 4 Darstellung der Lage der Koordinaten der intrazerebralen Injektionen, A) Putamen       
(-1/3/5), B) Stammganglien (-5/2/6), C) Cortex (-2/5/3), D) Übersicht 
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Echterdingen, Deutschland, Bohrkopfgröße 11 mm) wurde an obigen Koordinaten ein 

Loch in den knöchernen Schädel gebohrt, ohne die darunterliegende Dura mater und das 

Gehirngewebe zu verletzen. Nun konnte mit einem Mikromanipulator eine mit einer 

30G Nadel versehene 100 µl-Hamiltonspritze, welche mit einem Injektor (Quintessen-

tial Stereotaxic Injector (QSI)™, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) verbunden war, 

an die entsprechenden Koordinaten geführt werden. 

Die Injektionsgeschwindigkeit lag bei 2 µl/min, bei 5 µl Gesamtvolumen. Im Anschluss 

wurde die Nadel zurückgezogen und der Hautschnitt mit Einzelknopfnähten mit einem 

Vicryl 3/0 TF-plus Faden (Ethicon, Johnson & Johnson GmbH, Norderstedt, Deutsch-

land) verschlossen. Für repetitive Injektionen genügte es, die Hautnaht mit einem Skal-

pell erneut zu öffnen und an den entsprechenden Koordinaten einen erneuten Injekti-

onsvorgang wie beschrieben durchzuführen. 

 

2.3. Versuchsschema 

2.3.1. Aufbau der Versuchsgruppen 

Tabelle 2 gibt einen Überblick über die verschiedenen Versuchsgruppen. Dabei wurden 

aufgereinigte polyklonale IgG-Fraktionen von anti-AQP4-IgG positiven NMO-

Patienten (Gruppen 1 - 5), IgG-Fraktionen von Kontrollpatienten mit einer chronisch 

inflammatorischen Polyneuritis (CIDP), aber ohne ZNS-Erkrankung (Gruppen 6, 7) 

sowie rekombinante Antikörper (Gruppen 8 - 15) verwendet. Bei einem Teil der Versu-

che erfolgte neben dem Einsatz von Antikörpern auch der von humanem Komplement 

(hC) (Gruppen 2 - 7, 9 - 11, 15).  

Das Patienten-IgG stammte aus therapeutischen Plasmapheresebehandlungen und die 

IgG-Fraktionen wurden im Labor der neurologischen Klinik nach etablierten Verfahren 

aufgereinigt (Sommer et al., 2005; Geis et al., 2010; Geis et al., 2011). 
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Gruppe Serum/Antikörper Injektionen Anzahl 
Ratten 

 Patientenseren   

1 NMO 1 9 7 

2 NMO 1 + hC 9 7 

3 NMO 2 + hC 15 8 

4 NMO 3 + hC 15 8 

5 NMO 4 + hC 17 10 

6 Kontrolle 1 + hC 15 9 

7 Kontrolle 2 + hC 15 9 

 rekombinante Antikörper   

8 rAbKontrolle1 15 10 

9 rAb Kontrolle1 + hC 12 7 

10 rAbKontrolle2 + hC 12 6 

11 rAb AQP4 + hC 12 7 

12 rAbAQP4 [0,5mg/ml] 15 7 

13 rAb AQP4 [1mg/ml] 13 7 

14 rAbAQP4_non_compl 15 7 

15 rAb AQP4_non_compl + hC 15 7 

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der intrathekalen Injektionsversuche, Anzahl der Injektionen, 
Anzahl der Versuchstiere. Pro Injektionstag wurden 10 µl Serum (+10 µl hC) +10 µl NaCl ap-
pliziert 
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 Die rekombinanten Antikörper wurden von Professor Jeffrey L. Bennett (Denver, Colo-

rado, USA) in Kooperation zur Verfügung gestellt und waren bereits in anderen expe-

rimentellen Studien validiert. Für die rekombinanten anti-AQP4-Antikörper waren aus 

CD138+ Plasmazellen aus dem Liquor NMO-IgG positiver Patienten nach etablierten 

Methoden (Yu et al., 2006; Owens et al., 2007) HEK293-immortalisierte Klone herge-

stellt worden (Bennett et al., 2009). Die aufgereinigten IgG1-Fraktionen (rAbAQP4, 

ON07-5-53) binden spezifisch mit hoher Affinität (Tradtrantip et al., 2011) und vermut-

lich monovalent (Crane et al., 2011) an ein konformationelles Epitop (Yu et al., 2011) 

sowohl der M23- und der M1-Isoform von AQP4 bei Mensch, Ratte und Maus (Crane 

et al., 2009; Ratelade et al., 2011) und wurden in unseren Versuchen in Konzentrationen 

von 1 mg/ml und 0.5 mg/ml verwendet. Um die Rolle der Komplementaktivierung zu 

untersuchen, stand eine Mutante dieses Antikörpers (AbAQP4_non_compl, ON07-5-53-

K332A) zur Verfügung, bei welcher durch eine Punktmutation im Fc-Teil des rAbAQP4-

Antikörpers die Fähigkeit zur Komplementaktivierung unterbunden, die Bindungsfä-

higkeit an AQP4 jedoch nicht beeinflusst wird (Tradtrantip et al., 2011; Ratelade et al., 

2012). Als Kontrolle dienten ein Masern-spezifischer rekombinanter Antikörper 

[rAbKontrolle1, 2B4, (Burgoon et al., 1999)] sowie ein gegen humanes AQP4 spezifischer, 

jedoch nicht mit murinem oder Ratten-AQP4 reaktiver rekombinanter Antikörper 

[rAbKontrolle2, ON07-7-43 (Bennett et al., 2009)] 

Zusammenfassend hatten die rAb folgende Antigen-Spezifitäten und Eigenschaften: 

rAb Kontrolle1: Masern-spezifischer rekombinanter Antikörper, Kontrollserum 

rAb Kontrolle2: nicht Ratten- oder Maus-AQP4-reaktiver rekombinanter Antikörper 

rAb AQP4: AQP4-spezifischer rekombinanter Antikörper 

rAb AQP4_non_compl:  rAbAQP4 mit nicht-Komplement-aktivierendem Fc-Teil 

Die Herstellung des humanen Komplements (hC) aus Blutserum erfolgte selbststän-

dig. Dafür wurde einem gesunden Probanden Blut entnommen, dieses für 30 min bei 

Raumtemperatur stehen gelassen, bis das Blut geronnen war und anschließend 15 min 

bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abpippetiert, in 300 µl Aliquotes auf-

geteilt und in Glasröhrchen unmittelbar bei -80°C eingefroren. Vor jeder Injektion wur-

de ein Aliquot bei RT aufgetaut, gut durchgemischt, auf Eis gekühlt gelagert und inner-
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halb einer Stunde nach Auftauen den Tieren injiziert. Derart behandeltes Serum behält 

Komplementaktivität (Saadoun et al., 2010), was auch in Proben durch ein externes 

Labor (MVZ Labor Prof. Seelig, Karlsruhe, Deutschland) bestätigt wurde. 

 

2.3.2. Versuchsablauf 

Nach erfolgreicher Implantation 

der intrathekalen Katheter erhiel-

ten die Versuchstiere eine 7 - 10-

tägige Erholungsphase. Anschlie-

ßend wurden die Tiere für 2 Tage 

an die Rotarod-Testungen ge-

wöhnt, ehe an 2 - 3 Tagen jeweils 

stabile Ausgangswerte der Lauf-

leistungen ermittelt sowie der 

Grip-Strength-Test durchgeführt 

wurden. Danach erfolgte die ran-

domisierte Einteilung der Ver-

suchstiere entsprechend ihren 

Laufleistungen und dem klini-

schen Erscheinungsbild (siehe 

2.3.1). Die Injektionsphasen wa-

ren in Zyklen von 5 Injektionsta-

gen, gefolgt von 2 Tagen Pause 

eingeteilt und erstreckten sich über 

einen Zeitraum von mindestens 2 - 3 Wochen (Abb. 5). Der klinische NMO-Score wur-

de täglich erhoben, die Rotarod-Messung erfolgte einmal wöchentlich nach der zweitä-

gigen Injektionspause. Exemplarisch wurden in der letzten Versuchswoche MRT-

Untersuchungen und Filmaufnahmen der Tiere gemacht. Die Gewebeentnahme erfolgte 

1 - 4 Tage nach der letzten Injektion. 

  

Abb. 5: Injektionsschema Katheterversuche 
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2.3.3. Einteilung und Versuchsablauf der intrazerebralen Injektionen 

Tabelle 3 gibt einen Überblick über die Gruppeneinteilung der intrazerebralen Injekti-

onsversuche. Den Versuchsgruppen A 1 - 3 wurden die Seren wie in 2.2.2 beschrieben 

einmalig appliziert und 24 h später das Gewebe entnommen. Die Versuchsgruppen B 1 

- 3 erhielten intrazerebrale Injektionen an den Tagen 0, 2 und 4, die Gewebeentnahme 

erfolgte an Tag 7.  

Gruppe Serum/Antikörper Injektionen Anzahl 
Ratten 

Teil A:  Injektion an Tag 0, Entnahme nach 24h 

A1 NMO 2 + hC 1 2 

A2 NMO 2 1 2 

A3 Kontrolle 1 1 1 

Teil B: Injektion an Tag 0/2/4, Entnahme nach 7 Tagen 

B1 NMO 2 +hC 3 3 

B2 NMO 2 3 3 

B3 Kontrolle 1 3 2 

Tabelle 3: Gruppeneinteilung intrazerebrale Injektionsversuche, pro Injektion wurde den 
Tieren 15 µl Serum (+15 µl hC) [5 (+5) µl pro Bohrloch] mit einer Flussgeschwindigkeit von 2 
µl/min appliziert. 

 

2.4. MRT-Bildgebung 

2.4.1. Kontrastmittelgabe 

Ausgewählte Versuchstiere erhielten 24 h vor Durchführung der Bildgebung 100 µl 

GadoSpinF (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) in die Schwanz-

vene appliziert, entsprechend 25 µmol Gadolinum/kg Körpergewicht. 

Es wurden aus den Versuchsgruppen rAbKontrolle2 + hC, rAbAQP4 + hC, rAbAQP4_non_compl 

+ hC, rAbAQP4_non_compl, rAbAQP4 [0,5mg/ml],rABAQP4 [1mg/ml] und rAbKontrolle1) jeweils 

mehrere Tiere untersucht.  
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2.4.2. MR-Protokoll 

Für die Magnetresonanz-Bildgebung 

(Abb. 6) wurde ein Siemens TIM Trio 

3 Tesla Scanner mit einer 7 cm gro-

ßen Empfängerspule (Siemens) be-

nutzt. Nach einem triplanaren flash 

localizer wurden die axialen, T1 ge-

wichteten Serien für die genaue Pla-

nung verwendet. Anatomische, T1 

gewichtete Turbo-spin-echo Sequen-

zen (TR/TE 860 ms/15 ms, Schicht-

dicke 1 mm, Matrix 256x256, FOV 

80 mm, 6 Schichten) wurden in der sagittalen Ebene parallel zum Rückenmark mit einer 

Absättigung der ventral gelegenen Strukturen aufgenommen. Aufgrund der limitierten 

Größe der Empfängerspule erfolgte die Abbildung des Rückenmarks in 2 Schritten 

(kranial/thorakaler und lumbaler Anteil). Ausgedehnte Läsionen wurden zusätzlich in 

der koronaren Ebene dargestellt (TR/TE 860 ms/15 ms, Schichtdicke 1,5 mm, Matrix 

256x256, FOV 80 mm, 6 Schichten). 

 

2.5. Histologie 

2.5.1. Gewebeentnahme 

Nach Beendigung des Experiments wurden die Tiere in Pentobarbitalnarkose (0,5 - 0,6 

ml einer Verdünnung Narcoren 160 g/100 ml : 0.9%NaCl = 9:1, Effektivdosis 50 mg/kg 

KG)  anästhesiert und anschließend durch Entbluten getötet, um das Rückenmark, beide 

Sehnerven sowie das Großhirn zu entnehmen.  

In kleinen Einbettschälchen (Cryomold, Miles Inc., Elkhart, USA) mit Tissue Tek 

O.C.T. Compound (Sakura, Zoeterwonde, Niederlande) wurde das Gewebe in 2-

Methylbutan (Carl-Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland) in flüssigem Stickstoff 

abgekühlt und eingefroren. Die Lagerung bis zur Verarbeitung erfolgte bei – 80°C. 

Abb. 6: Exemplarische Lage eines Versuchstie-
res im MRT 
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Die ober- bzw. unterhalb des 

Katheterendes liegenden Abschnitte 

des Spinalmarks wurden als thoraka-

les, bzw. lumbales Rückenmark kon-

serviert (siehe Abb. 7).  

Vom Großhirn wurden ebenfalls 2 

transversale Scheiben (3 mm Dicke) 

mit Tissue-Tec eingebettet, darüber 

hinaus wurde der zervikale Abschnitt 

des Rückenmarks sowie der frontale 

Großhirnabschnitt nativ entnommen 

und in 2-Methylbutan auf -80°C ge-

kühlt.  

Bei den intrazerebralen Injektionen beschränkte sich die Entnahme auf 2 transversale 

Scheiben des Großhirns entsprechend den Injektionsstellen (3 mm Dicke). 

 

2.5.2. Färbeprotokolle 

Für die histologischen Färbungen des Rückenmarks wurden mit einem Kryostat (CM 

050S Kryostat, Leica Microsystems; Wetzlar, Deutschland) 10 µm dicke Schnitte ange-

fertigt. 

2.5.2.1. Immunhistochemische Färbungen 

Der Großteil der histologischen Auswertung erfolgte nach der Avidin-Biotin-

Peroxidase-Methode. Diese hat gegenüber anderen immunhistochemischen Verfahren 

den Vorteil, eine hohe Spezifität und Affinität für die Primärantikörper zu besitzen und 

somit unspezifische Bindungen und Hintergrundfärbungen zu minimieren. Dies war 

insbesondere für die quantitative Auswertung der Histologieschnitte von Bedeutung. 

Nach dem Schneiden mussten die 10 µm dicken Kryoschnitte mindestens 30 Minuten 

auftauen, bis sie Raumtemperatur (RT) erlangt hatten. Anschließend wurden sie 10 min 

Abb. 7: schematische Darstellung der Gewebe-
entnahme; RM =  Rückenmark, GH = Gehirn 
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lang bei -20°C in Aceton (Sigma Aldrich Inc., Saint Louis, USA) fixiert, um danach für 

ca. 5 min auf einer Heizplatte (max. 42°C) zu trocknen. Anschließend erfolgte eine Um-

randung der Schnitte mit einem PAP pen (Science Services GmbH, München, Deutsch-

land) und die Platzierung in einer feuchten Kammer, in welcher alle folgenden Schritte 

abliefen. Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen des Primärantikörpers im 

Gewebe wurde nun 10%BSA/Tris-Lösung (Bovine Serum Albumin/Trishydroxy-

methyl-aminomethan) gegeben und für 30 min bei RT inkubiert, im Anschluss an das 

Blocken die überschüssige Lösung abgekippt und der Erstantikörper (siehe Tabelle 4) 

aufgetragen. Dafür wurden die entsprechenden Primärantikörper in 1% BSA/Tris und 

2% Milchpulver verdünnt, in einer Dosierung von 50-100 µl auf die Schnitte pipettiert 

und anschließend über Nacht bei 4°C mit den Schnitten in der feuchten Kammer 

inkubiert. 

Am nächsten Tag konnten die Schnitte 3 x je 10 min lang in Tris-Lösung gewaschen 

und anschließend zur Blockierung der endogenen Phosphatase für 20 min bei RT in eine 

Lösung, bestehend aus 200 ml Methanol + 3,5 ml 30% H2O2, gegeben werden. An-

schließend erfolgte ein erneutes dreimaliges Waschen in Tris.  

In der Zwischenzeit war der spezifische Sekundärantikörper (z.B. goat anti-rabbit) vor-

bereitet worden. Dieser wurde zunächst 1:1 mit Rattenserum für 1 h bei 37°C 

vorinkubiert und anschließend mit 1%BSA/Tris 1:100 verdünnt. (d.h. z. B. durch 

Vorinkubierung von 5 µl Sekundärantikörper zunächst mit 5 µl Rattenserum und an-

schließender Verdünnung mit 990 µl BSA/Tris). Von dieser Lösung wurden nun 50 - 

100 µl auf jeden Schnitt aufgetragen und erneut für 30 min bei RT inkubiert.  

Nach erneutem dreimaligem Waschen in Tris-Lösung wurden pro Schnitt 50 - 100 µl 

des Streptavidin-Biotin-Komplexes (Vectastain ABC-Peroxidase-Kit, Linaris GmbH, 

Bettingen, Deutschland) aufgetragen und wiederum für 30 min bei RT inkubiert. Nach 

einem weiteren Waschschritt in Tris erfolgte die DAB-Färbereaktion, indem eine DAB-

Tablette (DAB Tablets, 10 mg, pH 7.0, Kem-En-Tec, Kopenhagen, Dänemark) in 10 ml 

Aqua dest. aufgelöst und, nach Zugabe von 10 µl H2O2 kurz vor Gebrauch, durch einen 

Filter bei RT auf die Schnitte aufgetragen wurde. Nach 10-minütiger Inkubationszeit bei 

RT beendete zweimaliges Waschen in Aqua dest. die Reaktion.  
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Tabelle 4: In den Immunhistochemiefärbungen verwendete Antikörper (AK) mit Verdün-
nung, Ursprungsspezies (Host) und Sekundärantikörper (Sek.-AK) 

Antikörper Konzentration Host Sek.-AK 
Konzentration 

Sek.-AK 

Anti-Human 

IgG 
1:200 rabbit biotinylated 

anti-rabbit IgG 
1:200 

Aquaporin 4 1:500 rabbit 
biotinylated 

anti-rabbit IgG 
1:200 

C9neo 1:5000 rabbit 
biotinylated 

anti-rabbit IgG 
1:200 

C5b-9 1:100 mouse 
biotinylated 

anti-mouse IgG 
1:200 

EAAT2 1:100 rabbit 
biotinylated 

anti-rabbit IgG 
1:200 

ED1 1:500 mouse 
biotinylated 

anti-mouse IgG 
1:200 

GFAP 1:5000 rabbit 
biotinylated 

anti-rabbit IgG 
1:200 

 

Anti-HumanIgG , polyclonal: Dako Cytomation; Glostrup, Denmark 

Aquaporin 4, polyclonal: Sigma-Aldrich, Inc.; Saint Louis, MO, USA 

C9neo: B.P. Morgan, Cardiff, Wales, UK 

C5b-9, monoclonal: Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Santa Cruz, MI, USA 

EAAT2 , polyclonal: Cell Signaling Technology, Inc.; Danvers, MA, USA 

ED1 monoclonal: Linaris Biologische Produkte GmbH; Wertheim, Deutschland 

GFAP, polyclonal: Millipore Corporation; Temecula, CA, USA 

biotinylated anti-rabbit IgG : Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA 

biotinylated anti-mouse IgG: Vector Laboratories, Inc.; Burlingame, CA, USA 
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Anschließend erfolgte eine Gegenfärbung der Kerne mit Hämalaun nach Mayer. Dazu 

wurden die Schnitte für 30 Sekunden in die vorbereitete Lösung (1 g Hämatoxylin, 

1000 ml Aqua dest., 0,2 g NaJO3, 50 g Kaliumaluminiumsulfat, 50 g Chloralhydrat, 1 g 

Citronensäure) getaucht und anschließend 10 min unter fließendem Leitungswasser ge-

wässert. 

Zuletzt wurden die Schnitte für 2 min in eine aufsteigende Alkoholreihe (70% - 100% 

Ethanol) und abschließend für 2 x 10 min in Xylol (Vitro-Clud®, R.Langenbrinck La-

bor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) getaucht und mit Deckgläsern 

eingedeckt sowie mit Nagellack umrandet, um sie vor dem Austrocken zu schützen. 

2.5.2.2. Immunfluoreszenzfärbungen 

Der Vorteil der Immunfluoreszenzfärbung gegenüber der Immunhistochemiefärbung 

mit Peroxidase besteht darin, dass an einem Schnitt Mehrfachfärbungen gegen ver-

schiedene Antigene angefertigt werden können. Hierzu werden zwei Primärantikörper 

aus verschiedenen Tierspezies (z.B. Kaninchen und Maus) durch entsprechend gewählte 

verschiedene Sekundärantikörper (z.B. goat-anti-rabbit, goat-anti-mouse), welche mit 

unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt sind, sichtbar gemacht. Diese Methode 

ermöglicht die Beziehungen von verschiedenen Epitopen zu visualisieren. 

Nach dem Schneiden wurden die Kryoschnitte mindestens 30 min aufgetaut, bis sie 

Raumtemperatur (RT) erlangten, und anschließend für 10 min bei -20°C in Aceton fi-

xiert. Im Anschluss an eine Trocknungsphase von 5 min. bei max. 42°C auf einer Heiz-

platte erfolgte die Umrandung mit PAP-pen und die Platzierung in einer feuchten 

Kammer für alle weiteren Schritte. Zunächst wurde 10% BSA/PBS-Lösung auf die 

Schnitte gegeben und für 30 min bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungen des 

Erstantikörpers im Gewebe abzublocken. Nach Abkippen der BSA-Lösung wurde pro 

Schnitt 50 - 100 µl des in 1% BSA/PBS verdünnten Primärantikörpers aufgetragen und 

bei 4°C über Nacht (ca. 18 h) inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte dreimal 10 

min in PBS gewaschen, die mit Fluorochromen gekoppelten Sekundärantikörper (siehe 

Tabelle 5) aufgetragen und für 2 h bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Wa-

schen mit PBS erfolgte die Eindeckung mit Vectashield Mounting Media with DAPI 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) und eine Gegenfärbung mit DAPI zur 
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Darstellung der Zellkerne. Um ein Ausbleichen bei Lagerung zu vermeiden, wurden die 

Schnitte bei 4°C in Dunkelheit aufbewahrt.  

Tabelle 5: In der Immunfluoreszenz angewendete Antikörper, Ursprungstier (Host), Verdün-
nung und verwendete Sekundärantikörper 

Antikörper Host Konz Sek.-AK Konz. 

Sek.-AK 

Farbe 

GFAP mouse 1:100 Cy™3 1:100 grün 

Aquaporin4 rabbit 1:500 Alexa Fluor®-488 1:400 rot 

EAAT2 rabbit 1:100 Alexa Fluor®-488 1:400 rot 

 

GFAP, monoclonal: ICN Biomedicals, Inc.; Aurora, Ohio, USA 

Aquaporin 4, polyclonal: Sigma-Aldrich, Inc.; St. Louis, MO, USA  

EAAT2 , polyclonal: Cell Signaling Technology, Inc.; Danvers, MA, USA 

Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG:  

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; West Grove, PA, USA 

Alexa Fluor® 488-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG:  

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; West Grove, PA, USA 

 

2.5.2.3. Verfahrenskontrolle 

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des Sekundärantikörpers an die Gewebe-

oberfläche wurde bei jedem Färbevorgang bei einem Schnitt der Primärantikörper durch 

10%-BSA ersetzt. Keiner dieser Kontrollschnitte wies ein DAB- oder Fluoreszenzsignal 

auf, sodass unspezifische Reaktionen der Zweitantikörper mit den Gewebeschnitten 

ausgeschlossen werden können. 
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2.6. Quantitative Analyse 

Für die quantitative Analyse der Schnitte wurden von jedem Tier immunhistochemische 

Rückenmarksschnitte auf lumbaler Ebene in etwa der Höhe angefertigt, in welcher das 

Ende des Katheters zu erwarten war (ca. 6,5 cm unterhalb des 1. Halswirbels). Die Auf-

nahme der Schnitte erfolgte in einer 10-fachen Vergrößerung mit einem Axiophot 2 

Mikroskop (Carl-Zeiss Jena 

GmbH, Jena, Deutschland), wel-

ches mit einer CCD-Kamera 

(Visitron Systems, Tuchheim, 

Deutschland) ausgerüstet war. Wie 

in Abb. 8 dargestellt, wurden je-

weils 4 - 5 Bilder pro Färbung an-

gefertigt, 2 Bilder des Vorderhorns 

(rechts/links) und des Hinterhorns 

(rechts/links) sowie im Falle einer 

definierten intraspinalen Anreiche-

rung von humanem IgG (sog. „Lä-

sionsareal“) eine zusätzliche Auf-

nahme jener Region. Die Bilder 

wurden per Spot Advanced Soft-

ware (Windows, Version 4.5) aufgenommen, in einem jpg.-Format gespeichert und spä-

ter mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Image-Pro Plus (Version 4.5.0.29, Media 

Cybernetics Inc., Silver Spring, USA) ausgewertet.  

 

2.6.1. Aquaporin 4 und Anti-Human IgG 

Bei den AQP4- und Anti-Human-IgG Färbungen wurde die Dichte des Farbsignals zur 

Auswertung herangezogen. Hierzu wurde eine standardisierte Area-of-Interest (AOI) 

von 62000 µm2 in jeder Aufnahme einmal in die graue und einmal in die weiße Sub-

stanz (randnah) gelegt, um die gesamte Dichte (density[mean]) innerhalb dieser AOI zu 

erheben. Zusätzlich erfolgten Aufnahmen der Läsionsareale. Aufgrund von Ausleuch-

Abb. 8: Schematische Darstellung der histologischen 
Auswertung. Die großen Quadrate zeigen annähernd 
die in 10-facher Vergrößerung aufgenommenen jpg.-
Bilder, die kleinen Quadrate demonstrieren die Lage 
der standardisierten AOI. 
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tungs- und Aufnahmeproblemen war dabei immer darauf zu achten, dass die Lage der 

AOI einen annähernd gleichen Abstand vom Bildrand hatte. Die Einzelwerte der ver-

schiedenen Aufnahmen eines Schnittes wurden für weiße bzw. graue Substanz gemittelt 

und den Werten der Läsionen gegenübergestellt.  

Aufgrund der großen Anzahl von Versuchen war es nicht möglich, alle Schnitte auf 

einmal zu färben und aufzunehmen. Dadurch kam es zu z. T. divergierenden Färbebil-

dern, auch bei unbehandelten Schnitten. Infolgedessen musste eine Korrektur der Fär-

bewerte durchgeführt werden. Dies geschah zunächst durch die Auswahl der beiden am 

stärksten und am schwächsten gefärbten Schnitte aus jeder Versuchsgruppe und die 

anschließende Division der Farbwerte mit den entsprechenden Schnitten aus einer Refe-

renzgruppe. Aus den so gewonnenen Faktoren wurde ein Mittelwert für die weiße bzw. 

graue Substanz gebildet, mit welchem anschließend die Einzelwerte der Messungen 

multipliziert und somit korrigiert werden konnten. Da Image-Pro Plus die Werte auf der 

RGB-Skala basierend berechnet, somit ein hoher Farbwert einer schwachen Färbung 

entspricht, erfolgte eine Spiegelung der Farbwerte, um ein besseres intuitives Verständ-

nis der Graphen zu erzielen, indem die Werte von 255 (maximaler Farbwert/weiß in der 

RGB-Skala) abgezogen wurden. 

 

2.6.2. Anti-GFAP-Färbung 

Bei den GFAP-Färbungen wurde ebenfalls eine Dichtemessung in der standardisierten 

AOI durchgeführt und korreliert. Zudem erfolgte eine Zählung und Größenmessung der  

immunreaktiven Astrozyten. Aufgrund der oben erwähnten Ausleuchtungsprobleme des 

Gesichtsfelds im Mikroskop erfolgte hierzu zunächst eine „Abschwächung“ der Hinter-

grundfärbung, um den Kontrast zwischen Farbsignal und Hintergrund zu verstärken. 

Anschließend wurden für jeden Schnitt manuelle Farbwerte festgelegt, innerhalb wel-

cher sich die braun gefärbten Signale, nicht jedoch der unspezifische Hintergrund oder 

die blau gefärbten Zellkerne befanden. Nun wurde abermals die Anzahl der Signale, 

welche sich in der standardisierten AOI in der grauen bzw. weißen Substanz befanden, 

gezählt, dabei die Mindestgröße für eine in die Auswertung eingehende Struktur auf 
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mindestens 25 µm2 festgelegt und der Anteil der angefärbten Fläche pro standardisierte 

AOI erhoben. 

 

2.6.3. EAAT2 

Die Auswertung der EAAT2-Färbungen erfolgte analog der Auswertung der 

Aquaporin-Färbungen. Nach Abzug einer Leeraufnahme zum Ausgleich der durch Auf-

nahmeprobleme entstandenen Inhomogenität des Gesichtsfelds wurde analog zu Abb. 8 

die standardisierte AOI in das Vorderhorn und Hinterhorn gelegt und eine Korrektur der 

Farbwerte vorgenommen. Die Mittelwerte der Aufnahmen der weißen und grauen Sub-

stanz wurden anschließend mit möglichen Läsionsarealen verglichen. 

 

2.7. Statistische Auswertung 

Der Vergleich der Messwerte der unterschiedlichen Gruppen untereinander erfolgte 

durch einen t-Test (Programm Sigma Plot 12.0, Systat Software Inc., Chicago, IL, 

USA). Verfehlten einzelne Subgruppen in dem vorgeschalteten Normality Test nach 

Shapiro-Wilk (p > 0,05) oder Equal-Variance-Test (p > 0,05) die vorgegebenen Gren-

zen für Normalverteilung, wurde ein Mann-Whitney Rank Sum Test durchgeführt. Ver-

gleiche mehrerer Gruppen erfolgten durch einen one-way ANOVA mit Bonferoni post-

hoc Analyse bzw. im Fall wiederholter Messungen verschiedener Versuchsgruppen mit 

einem one-way repeated measures ANOVA mit Holm-Sidak pairwise multiple 

comparison Test. Unterschiede ab einem p-Wert von p < 0,05 wurden als statistisch 

signifikant gewertet. Soweit nicht anders gekennzeichnet, erfolgt die Darstellung der 

Daten als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler) in Diagrammen und Tabellen, Sterne in 

den Graphen geben Signifikanzniveaus an (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). 
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3. ERGEBNISSE 

3.1.  Allgemeine Vorbetrachtungen 

Bevor die Versuchsergebnisse der einzelnen experimentellen Gruppen dargestellt wer-

den, werden hier zum besseren Verständnis gruppenübergeordnete Beobachtungen und 

Definition ausgeführt. 

3.1.1. Keine gruppenspezifischen Auffälligkeiten im Gewichtsverlauf 

Die Tiere wurden zum Ausschluss schwerwiegender Beeinträchtigungen täglich gewo-

gen. Nach einem vorübergehenden postoperativen Gewichtsverlust hatten alle Tiere zu 

Injektionsbeginn mindestens das Ausgangsgewicht wieder erreicht, die Mittelwerte der 

Gruppen lagen bei Versuchsbeginn zwischen 149,1 g +/- 3,3 g (NMO 1) und 224,4 g +/- 

3,8 g (rAbAQP4 [0.5 mg/ml]), bei Versuchsende wogen die Tiere zwischen 159,2 g +/- 

2,3 g (NMO 1) und 233,5 g +/- 3,7 g (rAbAQP4 [1 mg/ml]). In allen Gruppen war dabei 
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Abb. 9: Gewichtsverlauf der Versuchsgruppen seit der 1. Injektion; A) polyklonale Patienten-
IgG, B) rekombinante Antikörper 
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eine Gewichtszunahme zwischen 0,8% (rAbKontrolle1 + hC) und 15,8% (rAbAQP4 [1 

mg/ml]) zu beobachten, eine Versuchsgruppen-spezifische stärkere oder schwächere 

Gewichtszunahme zeigte sich nicht. 

3.1.2. MRT-Untersuchung ausgewählter Tiere 

Zur Lagekontrolle der Katheter und zur Identifizierung der für die histologische Aufbe-

reitung interessanten Regionen erfolgte bei ausgewählten Tieren nach Applikation des 

Kontrastmittels Gadofluorin eine spinale MRT-Bildgebung. Wie in Abb. 10A, C zu 

sehen ist, kommt es nach Applikation von rekombinanten, gegen AQP4 gerichteten An-

tikörpern zu langstreckigen KM-Aufnahmen im Bereich des thorakolumbalen Über-

gangs, welche sich in transversalen Aufnahmen (Abb. 10D - H) als zentromedullär in 

der grauen sowie in der weißen Substanz gelegen charakterisieren lassen (hier am Bei-

spiel von anti-AQP4 spezifischen rAb gezeigt). Die Abb. 10D - F demonstrieren, dass 

die Kontrastmittelaufnahme am stärksten im Bereich der Katheterspitze ist: Kranial der 

Spitze (Abb. D) erkennt man das Lumen des Katheters mit zirkulär darum befindlicher 

KM-Aufnahme; auf Höhe der Katheterspitze (Abb. E) befindet sich der Ort des stärks-

ten KM-Enhancements, während sich kaudal der Spitze (Abb. E) normal konfiguriertes 

Myelon zeigt. 

Bei Applikation von Kontrollantikörpern (Abb. 10B, Beispiel rAbKontrolle1) kommt es 

nur zu geringgradiger Kontrastmittelanreicherung im Bereich der Katheterspitze. Es 

zeigt sich kein offensichtlich relevanter Unterschied bei Versuchstieren, die Antikörper 

gegen AQP4 mit oder ohne zusätzliche Komplementfaktoren bekommen haben. Es 

muss allerdings angemerkt werden, dass aufgrund der geringen Fallzahl untersuchter 

Tiere pro Versuchsgruppe keine formal vergleichenden Untersuchungen angestellt wer-

den konnten. 

3.1.3. Definition von Läsionsarealen in der histologischen Aufbereitung 

Die Rückenmarksschnitte wurden entsprechend 2.5.2.1 mit einem Antikörper gegen 

humanes IgG gefärbt. Teilweise war eine außerhalb des Rückenmarks gelegene 

bindegewebige Struktur (siehe Abb. 12A - D) zu erkennen, die der extraspinalen Binde-

gewebsreaktion um den Katheter nach längerer Liegezeit entspricht. In den meisten 

Versuchsgruppen mit Applikation von NMO-IgG oder AQP4-spezifischem rAb zeigte 
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sich eine von dieser Struktur zirkulär ausgehende, mit zunehmender Entfernung jedoch 

schwächer werdende Ablagerung von humanem Immunglobulin im Rückenmarks-

gewebe (Abb. 10B). 

rAbAQP4 + hC rAbKontrolle1

rAbAQP4_non_compl

A B

C

D

E

F

G

H

Abb. 10: Exemplarische MRT-Aufnahmen mit Gadoflourine: A) - C) sagittale Schnittführung, 
D) - F) transversale Schnitte aus C); G) + H) Vergrößerung aus D), bzw. E); Pfeile deuten auf 
das Katheterende, bzw. die KM-Anreicherungen im Myelon. 
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Folglich ist davon auszugehen, dass es 

sich hierbei um das Katheterende han-

delt, den Ort, an welchem die höchste 

lokale Konzentration der applizierten 

IgG-Fraktionen vorhanden ist. Diese 

Regionen werden deshalb als "läsions-

verdächtige Areale" (LVA) bezeichnet 

und  wurden wie oben beschrieben in 

den histologischen Auswertungen ge-

trennt von der Gegenseite und den 

übrigen Schnitten untersucht. Selten 

war eine Seitendifferenz in Bezug auf 

die Anti-Human-IgG ohne Anwesen-

heit der beschriebenen Struktur vor-

handen. Einschränkend muss zu dieser 

Methode der Auswertung festgestellt 

werden, dass die Anzahl der LVA 

zwischen den verschiedenen Ver-

suchsgruppen divergiert. Insbesondere 

in Versuchsreihen mit rekombinanten 

Antikörpern traten diese nur in selte-

nen Fällen auf. So waren in den Ver-

suchsgruppen rAbKontrolle1 + hC, 

rAbAQP4 +hC, rAbAQP_non_compl, rAbAQP_non_compl + hC jeweils nur 1/7 der Schnitte, in den 

Gruppen rAbKontrolle 1/10 und rAbAQP4 [1mg/ml] 2/7 betroffen (Abb. 11). Möglicherwei-

se ist dies durch die jeweiligen Antikörper-Präparationen bedingt, eventuell auch durch 

die Gewebeentnahme, wenn z. B. der Katheter mitsamt der Umgebungsreaktion vom 

Myelon gelöst wurde. Die Anzahl an möglichen LVA konnte in der Auswertung nicht 

mehr durch weiter kranial oder kaudal geschnittene Gewebeproben dieser Tiere erhöht 

werden, was gegen ein Färbe- oder Präparationsartefakt in diesem Arbeitsschritt spricht. 

Abb. 11: Prozentuale Anzahl an LVA in der Anti-
Human-IgG-Färbung 



 

 

Abb. 12: Anti-Human-IgG-
C) - F) 10-fache Vergrößerung.
E) + F) Gegenseite 

40 

 

-Färbung, A) + B) 2,5-fache Vergrößerung, Balken = 1000 µm; 
fache Vergrößerung.Balken = 200 µm C) + D) LVA (läsionsverdächtige Areale), 

Balken = 1000 µm; 
äsionsverdächtige Areale), 
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3.2. Auswertung der Gruppen mit Patienten-IgG und zusätzlicher Gabe von akti-

vem humanem Komplement 

3.2.1. Progressive klinische Verschlechterung durch Patienten-IgG + hC 

In den Versuchsgruppen 2 - 5 kam es bei Applikation von aufgereinigtem Patienten-IgG 

zusammen mit humanem Komplement mit zunehmender Versuchsdauer zu einer fort-

schreitenden Verschlechterung des klinischen NMO-Scores (Abb. 13A). Hierbei zeigte 

NMO 4 + hC die langsamste, NMO 1 + hC die schnellste Progression der Symptome. 

Die Progression war nicht konsequent stetig, da es in den zweitägigen Pausen zwischen 

den Injektionsphasen z. T. zu einer gewissen Erholung, bzw. keiner weiteren Progre-

dienz des Erscheinungsbildes kam.  

Bei Versuchsende nach 3 Wochen mit insgesamt 15 Injektionen lag der jeweilige Score 

bei 4,5 +/- 0,2 (NMO 2 + hC), 4,8 +/- 0,5 (NMO 3 + hC) und 4,1 +/- 0,5 (NMO 4 + 

hC). Die Versuchsgruppe NMO 1 + hC wurde bei einem End-Score von 5,7 +/- 0,8 

nach 2 Wochen (9 Injektionen) wegen starker Krankheitssymptome etlicher Tiere aus 
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Abb. 13: Patienten-IgG + hC; A) Entwicklung des NMO-Scores in Tagen nach der 1. Injektion, 
B) statistischer Vergleich der gemittelten Durchschnittswerte der Scores; *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 im Vergleich zu den Kontrollgruppen 
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tierschutzrechtlichen Gründen vorzeitig beendet. In den beiden Gruppen, welche Kont-

roll-IgG mit humanem Komplement erhielten, kam es lediglich zu einem gering-

gradigen Anstieg des Scores auf 1,5 +/- 0,4 (Kontrolle 1 + hC), bzw. 2,0 +/- 0,4 (Kon-

trolle 2 + hC). 

Im Vergleich der über die Zeit gemittelten Durchschnittswerte der Scores erzielten alle 

NMO-IgG-Gruppen mit 4,5 +/- 0,7 (NMO 1 + hC), 3,2 +/- 0,3 (NMO 2 + hC), 3,5 +/- 

0,3 (NMO 3 + hC) und 3,4 +/- 0,5 (NMO 4 + hC) im Vergleich zu den beiden Kontroll-

gruppen mit 1,6 +/- 0.2 (Kontrolle 1 + hC), bzw. 0,98 +/- 0,13 (Kontrolle 2 + hC) stets 

signifikant höhere Erkrankungsscores (Details siehe Abb. 13B). 

3.2.2. Verhaltenstestung 

3.2.2.1. Abnahme der Laufleistung im Rotarod-Test 

Sämtliche Versuchsgruppen wurden auf dem Rotarod unter forcierter Lokomotion ge-

testet, dabei zeigten alle mit NMO 1 - 4 + hC behandelten Versuchsgruppen eine signi-

fikante Abnahme der Laufzeiten in Relation zu den Ausgangstestungen (Abb. 14). So 

betrug die Laufleistung nach 15 Injektion 36,1% +/- 8,5% (NMO 2 + hC), 37,9% +/- 

13,7% (NMO 3 + hC), 69,1% +/- 13,7% (NMO 4 + hC) der ursprünglichen Laufleis-

tung. Gruppe NMO 1 + hC wurde vorzeitig beendet (Begründung s. 3.2.1), nach 9 In-

jektion lag die Laufleistung bei 43,7% +/- 7,8% des Ausgangswerts. 

In den beiden Kontrollgruppen kam es zu keiner Zeit zu größeren Veränderungen der 

relativen Laufleistungen. Die Tiere liefen auch nach 15 Injektionen noch 98,4% +/- 

25,5% (Kontrolle 1 + hC), bzw. 115,1% +/- 22,0% (Kontrolle 2 + hC) des Wertes der 

Baseline-Testung. 

3.2.2.2. Keine Schwäche der Vorderläufe im Grip-Strength-Test 

In allen Gruppen wurde über den Grip-Strength-Test die Haltekraft der Vorderpfoten 

gemessen (Abb. 15). Hierbei kam es weder in einer Versuchs- noch in einer Kontroll-

gruppe zu signifikanten Veränderungen. 
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Abb. 14: Rotarod-Testung der Gruppen mit Patienten-IgG + hC, Werte in % relativ zur 
Baseline-Testung (entspricht 100%): *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 im Vergleich zur 
Baseline-Testung 

Abb. 15: Grip-Strength-Testung der Gruppen mit Patienten-IgG + hC, Werte in % relativ zur 
Baseline-Testung (entspricht 100%); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 im Vergleich zur 
Baseline-Testung 
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3.2.3. Komplement-unabhängige Pathogenese auch bei Patienten-IgG 

Wie bei den Analysen der Versuchsgruppen mit intrathekaler Applikation der rAbs 

(siehe 3.3.1) zeigte sich auch bei Verwendung der aufgereinigten Patientenantikörper 

durch additive Applikation von humanem Komplement keine signifikante Exazerbation 

der Symptome. So erreichte die Gruppe NMO 1 + hC einen Endwert von 5,7 +/- 0,8, 

bzw. einen Durchschnittswert von 4,5 +/- 0,7, während ohne zusätzliches Komplement 

(NMO 1) ein Endwert von 5,7 +/- 0,4 und ein Durchschnitt von 3,8 +/- 0,4 gemessen 

wurde (siehe Abb. 16). 
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Abb. 16: NMO1 +/- hC; A) Klinischer Verlauf nach dem 1. Injektionstag, B) durchschnittlicher 
NMO-Score über den Beobachtungszeitraum nach Beginn der Injektionen 

 

3.2.4. Histologische Aufarbeitung 

3.2.4.1. Intraspinale Anreicherung von intrathekal appliziertem humanem IgG 

In LVA nach Applikation von humanen IgG-Fraktionen mit Antikörpern gegen AQP4 

zusammen mit Komplement zeigte sich morphologisch eine intensive Färbung der wei-

ßen und grauen Substanz, welche mit zunehmender Distanz zum vermuteten 

Katheterende abnahm (Abb. 17). 



 

Abb. 17: Anti-Human-IgG Färbu
geschnittenes Kapselende mit hiervon ausgehend deutlicher Infiltrat
Vergrößerung in Nähe des Kapselendes mit deutlich gefärbtem dichtmaschigem Netz an 
Astrozyten sowie Gefäßen; D) Gegenseite mit schwächerer Färbung; E)
E) Übersicht, F) Angeschnittenes Kapselende ohne weitergehende Farbinfiltrationen, G) ka
selnaher Ausschnitt und D) Gegenseite zeigen kaum Reaktivität; Vergrößerungen: 2,5
(A, E, Balken: 1000 µm), 10-fach (B, F, Balken

In diesen Arealen ist die Farbintensität in der Dichtemessung in der quantitativen Au

wertung signifikant größer als in der jeweils gegenüberliegenden weißen Substanz. Die 

Mittelwerte der weißen Substanz 

(NMO 3 + hC) und 149,0 +/

3,4 (NMO 1 + hC), 166,7+/

tisch signifikant höher (Abb. 

154,2 +/- 2,6 (NMO 1 +hC), 150,1 +/

und 153,3 +/-1,8 (Kontrolle

weisen ähnliche Dichteunterschiede zu den 
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Färbung; A) - D) Versuchsgruppe NMO4 + hC, A) Übersicht;
mit hiervon ausgehend deutlicher Infiltration des Gewebes

ößerung in Nähe des Kapselendes mit deutlich gefärbtem dichtmaschigem Netz an 
D) Gegenseite mit schwächerer Färbung; E) - H) Kontrolle 1 + hC; 

E) Übersicht, F) Angeschnittenes Kapselende ohne weitergehende Farbinfiltrationen, G) ka
selnaher Ausschnitt und D) Gegenseite zeigen kaum Reaktivität; Vergrößerungen: 2,5

fach (B, F, Balken: 250 µm), 100-fach (C, D, G, H, Balken

In diesen Arealen ist die Farbintensität in der Dichtemessung in der quantitativen Au

wertung signifikant größer als in der jeweils gegenüberliegenden weißen Substanz. Die 

ittelwerte der weißen Substanz betragen 151.7 +/- 2.1 (NMO 1 + hC), 151,6 +/

und 149,0 +/- 1,8 (NMO 4 + hC), die Werte der LVA sind mit

), 166,7+/- 4,0 (NMO 3 + hC) und 159,6 +/- 2,8 (NMO

Abb. 18 A-C). Die Dichtewerte der grauen Substanz l

1 +hC), 150,1 +/- 1,0 (NMO 3 + hC), 150,3 +/- 2,4

(Kontrolle 1 + hC) im Bereich der Werte der weißen Substanz. Sie 

unterschiede zu den LVA auf. 

 

 

A) Übersicht; B) An-
on des Gewebes; C) 

ößerung in Nähe des Kapselendes mit deutlich gefärbtem dichtmaschigem Netz an 
H) Kontrolle 1 + hC; 

E) Übersicht, F) Angeschnittenes Kapselende ohne weitergehende Farbinfiltrationen, G) kap-
selnaher Ausschnitt und D) Gegenseite zeigen kaum Reaktivität; Vergrößerungen: 2,5-fach 

H, Balken: 25 µm) 

In diesen Arealen ist die Farbintensität in der Dichtemessung in der quantitativen Aus-

wertung signifikant größer als in der jeweils gegenüberliegenden weißen Substanz. Die 

hC), 151,6 +/- 1,2 

sind mit 162,1 +/- 

(NMO 4 + hC) statis-

Dichtewerte der grauen Substanz liegen mit 

2,4 (NMO 4 + hC) 

hC) im Bereich der Werte der weißen Substanz. Sie 
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In der Kontrollgruppe zeigen die dem Katherlumen benachbarten Areale mit einer Dich-

te von 154,5 +/- 4,0 gegenüber 150,9 +/- 1,1 in der gegenüberliegenden weißen Sub-

stanz (Abb. 18 D) keine Unterschiede. Es ist anzumerken, dass das Gewebe aus der 

Versuchsgruppe NMO 2 + hC nicht untersucht werden konnte, da es durch einmaliges 

Auftauen vor der Verarbeitung histologisch nicht mehr verwertbar war. 

 

3.2.4.2. Reduktion von Aquaporin 4  

An den oben definierten LVA mit Anreicherung von Patienten-IgG mit hochtitrigen 

Antikörpern gegen AQP4 kommt es in der AQP4-Färbung zu einer Reduktion der im-

munreaktiven Strukturen. Während in der Kontrollgruppe (Kontrolle 1 + hC) sowohl in 

ipsi- als auch kontralateral zur Katheteröffnung ein dichtes, eng verzweigtes Netz an 

AQP4-positiven Fortsätzen zu beobachten ist, kommt es in den LVA der Gruppen mit 

NMO-IgG zu einer morphologischen Rarefizierung und teilweisen Depletion (Abb. 19). 
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Abb. 18: Patienten-IgG: Quantitative Auswertung der Anti-Human-IgG-Färbung; *p<0,05; 
**p<0,01 



 

Abb. 19: AQP4-Färbung, Depletion
ken: A) 1000 µm, B) 250 µm, C,D) 25 µm

 

In der quantitativen Auswertung weist aufgrund 

mark erwartungsgemäß die graue gegenüber der weißen Substanz 

höhere Dichte auf. Die Durchschnittswerte

103,3 +/- 4,7 (NMO 3 + hC), 99,3 +/

+ hC) in der weißen Substanz

(NMO 3 + hC), 110,1 +/- 2,4 (NMO 4 + hC) und 123,0 +/

grauen Substanz.  

Die LVA zeigen gegenüber der weißen Subst

4,2 (NMO 1 + hC), 85,9 +/

20), sodass die augenscheinlic

legt werden kann. 

In der Kontrollgruppe besitzen die 

schnittsdichte von 91.622 +/

dies ist jedoch nicht signifikant (p  = 0.212). Die statistische Aussagekraft

der Kontrollgruppe ist durch eine starke Divergenz 

dert. 
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Färbung, Depletion der Immunreaktivität im Bereich der LVA
ken: A) 1000 µm, B) 250 µm, C,D) 25 µm 

In der quantitativen Auswertung weist aufgrund der Verteilung von AQP4 im Rücke

mark erwartungsgemäß die graue gegenüber der weißen Substanz eine stets

Die Durchschnittswerte liegen bei 102,4 +/- 1,9 (NMO

hC), 99,3 +/-1,8 (NMO 4 + hC) und 103,6 +/- 

weißen Substanz sowie bei 107,4 +/- 2,0 (NMO 1 + hC), 

2,4 (NMO 4 + hC) und 123,0 +/- 6,8 (Kontrolle 1 +hC) in der 

Die LVA zeigen gegenüber der weißen Substanz verminderte Dichtewerte von 91,0 +/

4,2 (NMO 1 + hC), 85,9 +/- 5,9 (NMO 3 + hC) und 81,2 +/- 8,1 (NMO 4 + hC) (

), sodass die augenscheinliche Depletion von AQP4 in den LVA auch statistisch b

In der Kontrollgruppe besitzen die LVA zwar ebenfalls eine leicht reduzierte Durc

schnittsdichte von 91.622 +/- 9.503 gegenüber der kontralateralen weißen Substanz, 

signifikant (p  = 0.212). Die statistische Aussagekraft

durch eine starke Divergenz der einzelnen Messewerte

 

im Bereich der LVA, Skalierungsbal-

der Verteilung von AQP4 im Rücken-

eine stets tendenziell 

(NMO 1 + hC), 

 4,4 (Kontrolle 1 

1 + hC), 112,6 +/- 3,1 

6,8 (Kontrolle 1 +hC) in der 

anz verminderte Dichtewerte von 91,0 +/- 

8,1 (NMO 4 + hC) (Abb. 

he Depletion von AQP4 in den LVA auch statistisch be-

zwar ebenfalls eine leicht reduzierte Durch-

9.503 gegenüber der kontralateralen weißen Substanz, 

signifikant (p  = 0.212). Die statistische Aussagekraft insbesondere 

der einzelnen Messewerte vermin-
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3.2.4.3. EAAT2-Depletion in den läsionsverdächtigen Arealen 

Aufgrund der postulierten Koexpressivität von EAAT2 und AQP4 und der somit mögli-

chen Funktionsstörung dieses Glutamattransporters bei der Pathogenese der NMO er-

folgten Analysen der Expression von EAAT2 im Rückenmark. 

Bildmorphologisch zeigt sich im Bereich der läsions-verdächtigen Areale eine 

Depletion von EAAT2. Diese tritt aufgrund des lokalen Konzentrationsgefälles zumeist 

in der weißen Substanz auf und zeigt eine im Vergleich zur kontralateralen Seite redu-

zierte Immunreaktivität (Abb. 21 C, D). In Fällen mit großen Läsionsarealen ist auch in 

der allgemein viel stärker gefärbten grauen Substanz eine deutliche Verringerung der 

EAAT2-Dichte zu beobachten (exemplarisch in Abb. 21 A zu erkennen). 

In der quantitativen Auswertung lässt sich dieser Eindruck objektivieren. So erreichen 

die läsionsverdächtigen Areale Farbwerte von 94,1 +/- 2,7 gegenüber kontraleralen 

105,0 +/- 2,1 (NMO 1 + hC), 103,1 +/- 1,1 und 109,5 +/- 1,2 (NMO 3 + hC) sowie 

116,3 +/- 0,8 gegenüber 120,4 +/- 0,6 (NMO 4 + hC) (siehe Abb. 22). 
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Abb. 20: Quantitative Auswertung der Anti-AQP4-Färbung in den Gruppen mit Patienten-
IgG; *p<0,05; **p<0,01 
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Abb. 22: Quantitative Auswertung der EAAT2
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001

Abb. 21: Exemplarische EAAT2
µm; C) + D) 25 µm; A) Übersicht des Rückenmarksschnitts mit deutlichem Verlust der EAAT2
Reaktivität im Anschluss an das läsionsverdächtige Areal;
Vergrößerung; C) weiße Substanz des LVA im Vergleich

deutlich reduzierte EAAT2-Färbung
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B) Ausschnitt des LVA in 10-facher 
zu D) kontralateraler Seite, in LVA 
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In der Kontrollgruppe zeigen die LVA mit 108,9 +/- 2,3 gegenüber 108,6 +/- 1,3 in der 

kontralateralen weißen Substanz keine signifikanten Differenzen. Die Farbwerte in der 

grauen Substanz liegen konsequent deutlich über den Werten der weißen Substanz, im 

Einzelnen betragen die Mittelwerte 120,4+/- 3,5 (NMO1 + hC), 126,4 +/- 2,5 (NMO 3 + 

hC), 131,8  +/- 1,4 (NMO 4 + hC) und 129,9 +/- 2,6 (Kontrolle 1 + hC). 

Im Vergleich der Expression von EAAT2 (Abb. 21) und AQP4 (Abb. 19) im Bereich 

der LVA entsteht der Eindruck, dass das Areal der EAAT2-Depletion dasjenige der 

AQP4-Reduktion überschreitet. 

 

3.2.4.4. Analyse der Astrozyten - verminderte Dichte von GFAP 

In NMO-Tiermodellen wurde bei Einwirkung von NMO-IgG und aktiviertem Komple-

ment zumeist eine mehr oder weniger vollständige Depletion von Astrozyten beschrie-

ben. 

Überraschenderweise ist in den Tieren mit intrathekaler Applikation von NMO-IgG 

keine Depletion, sondern eine deutliche Hypertrophie GFAP-positiver Astrozyten im 

Bereich der Katheterendigung zu beobachten. Diese geht z. T. deutlich über die LVA 

hinaus, sodass in den folgenden quantitativen Beobachtungen nicht nur die LVA mit der 

kontralateralen weißen Substanz verglichen wird, sondern auch die den LVA benach-

bart gelegene graue Substanz mit der gegenüberliegenden Seite. 

Das morphologische Bild zeigt in den Läsionen hypertrophe Astrozyten mit aufgequol-

lenen Somata (Abb. 23 E, G). Jedoch sind diese Gliazellen offenbar weniger verzweigt. 

Die Hintergrundfärbung, welche in der weißen Substanz größtenteils aus Querschnitten 

von zur Schnittebene senkrecht verlaufenden Fortsätzen besteht, erscheint in den Läsio-

nen oft vermindert oder fragmentiert sodass möglicherweise eine reaktive Hypertrophie 

einzelner Astrozyten bei gleichzeitigem Untergang anderer Astrozyten vermutet werden 

kann. 



 

Abb. 23: Exemplarische GFAP
µm; B) + C) 250 µm; D) - G) 25 µm; A) Übersicht des Rückenmarkschnitts mit deutlicher Se
tendifferenz, Quadrate geben die Lage der Bilder B) + C) an; B)
Katheterende gegenüberliegenden Seite mit normalem Färbebild; Rechtecke geben
der Ausschnitte D) + F) an; C) Katherernaher Ausschnitt mit deutlich hypertrophen 
Astrozyten, Rechtecke geben die Lage der Bilder E) + G) an; D) kontralateral und E) ipsilateral 
des Katheterende gelegene Ausschnitte der grauen Substanz mit deutli
pertrophen Astrozyten mit geschwollenen Somata ipsilateral; F) kontralateral und G) LVA
naher Ausschnitt aus der weißen Substanz, ipsilateral zeigt sich eine deutliche Hypertrophie 
der Astrozytenfortsätze, eine verstärkte Färbereaktion p
tergrund-Farbreaktion im Vergleich zur Gegenseite.

In der quantitativen Auswertung der Dichtemessung (

graue Substanz mit 116,1 +/

2,2 (NMO 4 + hC) und 116,2 +/

respondierende weiße mit 

128,3 +/- 1,8 (NMO 4 +hC) und 124,2 +/

In den möglichen Läsionsarealen (LVA) ist

gerte Dichte zu beobachten

+/-NMO4 + hC: 118,0 +/- 
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Exemplarische GFAP-Färbung der Gruppe NMO 3 + hC; Skalierungsbalken: A) 10
G) 25 µm; A) Übersicht des Rückenmarkschnitts mit deutlicher Se

tendifferenz, Quadrate geben die Lage der Bilder B) + C) an; B) Ausschnitt aus der dem 
Katheterende gegenüberliegenden Seite mit normalem Färbebild; Rechtecke geben
der Ausschnitte D) + F) an; C) Katherernaher Ausschnitt mit deutlich hypertrophen 
Astrozyten, Rechtecke geben die Lage der Bilder E) + G) an; D) kontralateral und E) ipsilateral 
des Katheterende gelegene Ausschnitte der grauen Substanz mit deutlich vergrößerten, h
pertrophen Astrozyten mit geschwollenen Somata ipsilateral; F) kontralateral und G) LVA
naher Ausschnitt aus der weißen Substanz, ipsilateral zeigt sich eine deutliche Hypertrophie 
der Astrozytenfortsätze, eine verstärkte Färbereaktion perivaskulär sowie eine größere Hi

Farbreaktion im Vergleich zur Gegenseite. 

Auswertung der Dichtemessung (Abb. 24) weist allgemein

116,1 +/- 1,6 (NMO 1 + hC), 116,7 +/- 2,3 (NMO 3 +

hC) und 116,2 +/- 1,9 (Kontrolle 1 + hC) niedrigere Werte als die ko

 128,0 +/- 0,9 (NMO 1 + hC), 127,5 +/- 2,9

) und 124,2 +/- 2,5 (Kontrolle 1 + hC) auf. 

chen Läsionsarealen (LVA) ist gegenüber der weißen Substanz eine

zu beobachten (NMO 1 + hC: 117,8 +/- 1,6), NMO 3 + hC: 121,8 +/

 4,9 ). Zwar findet sich in der Kontrollgruppe Kontrolle

 

Färbung der Gruppe NMO 3 + hC; Skalierungsbalken: A) 1000 
G) 25 µm; A) Übersicht des Rückenmarkschnitts mit deutlicher Sei-

Ausschnitt aus der dem 
Katheterende gegenüberliegenden Seite mit normalem Färbebild; Rechtecke geben die Lage 
der Ausschnitte D) + F) an; C) Katherernaher Ausschnitt mit deutlich hypertrophen 
Astrozyten, Rechtecke geben die Lage der Bilder E) + G) an; D) kontralateral und E) ipsilateral 

ch vergrößerten, hy-
pertrophen Astrozyten mit geschwollenen Somata ipsilateral; F) kontralateral und G) LVA-
naher Ausschnitt aus der weißen Substanz, ipsilateral zeigt sich eine deutliche Hypertrophie 

erivaskulär sowie eine größere Hin-

weist allgemein die 

3 + hC), 113,9 +/- 

1 + hC) niedrigere Werte als die kor-

2,9 (NMO 3 +hC), 

gegenüber der weißen Substanz eine verrin-

3 + hC: 121,8 +/- 4,1, 

Kontrollgruppe Kontrolle 1 + 



 52 

hC (116,3 +/- 3,1) ebenfalls eine Reduktion der Dichte, was allerdings nicht signifikant 

ist (p = 0,083). 

 

Da sich Verlauf und Konfiguration von Astrozyten in der weißen und grauen Substanz 

unterscheiden und auch Veränderungen in der grauen Substanz zu beobachten sind, er-

folgte eine Analyse der LVA-proximalen grauen Substanz gegen die kontralaterale He-

misphäre. In den Gruppen NMO 3 + hC (127,6 +/-2,4) und NMO 4 + hC (127,6 +/- 3,0) 

zeigen sich signifikant erhöhte Dichtewerte, während diese in den Gruppen NMO 1 + 

hC (116,3 +/- 2,6) und Kontrolle 1 + hC (118,3 +/- 2,0) nicht zu beobachten sind. Dies 

spricht für eine reaktive Hypertrophie der Strukturen, welche nicht direkt in den LVA 

liegen, sondern an diese angrenzen. 
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Abb. 24: Quantitative Auswertung der GFAP-Färbung [Denstity(mean)] der Patienten-IgG; 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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3.2.4.5. Auswertung der GFAP-Expression - Anzahl an Astrozyten 

Zusätzlich zur Dichtebestimmung wurden auch die als Astrozyten definierten Struktu-

ren pro AOI gezählt (Abb. 25). Die Durchschnittswerte betragen 58,9 +/- 2,0 (NMO 1 + 

hC), 74,3+/- 1,4 (NMO 3 + hC), 72,0 +/- 4,5 (NMO 4 + hC) und 79,6 +/- 3,6 (Kontrolle 

1 + hC) in der weißen Substanz, bzw. 34,0 +/- 6,0 (NMO 1 + hC), 30,3 +/- 1,7 (NMO 3 

+ hC), 33,3 +/- 3,8 (NMO 4 + hC) und 27,6 +/- 2,2 (Kontrolle 1 +hC) in der grauen 

Substanz. Die LVA aller Patientengruppen weisen im Vergleich zur kontralateralen 

weißen Substanz jeweils eine tendenziell höhere Astrozytenzahl [71,0 +/- 15,0 (NMO 1 

+ hC), 84,7 +/- 8,7 (NMO 3 + hC) und 81,2 +/- 8,5 (NMO 4 + hC)] auf, während in der 

Kontrollgruppe mit 60,2 +/- 6,2 (Kontrolle 1 + hC) signifikant weniger Astrozyten ge-

zählt werden. In der grauen Substanz zeigt lediglich NMO 3 + hC mit 45,5 +/- 4,8 signi-

fikant mehr GFAP-postive Astrozyten. In den übrigen Gruppen liegen die Werte im 

Bereich der kontralateralen grauen Substanz. (42,7 +/- 18,0 für NMO 1 + hC. 29,8 +/- 
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Abb. 25: Applikation von Patienten-IgG, Anzahl an GFAP-reaktiven Astrozyten pro Standard-
AOI; es sind nur die im Sinne der Fragestellung relevanten statistisch signifikanten Unter-
schiede markiert, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 



 

Abb. 26: Komplementfärbung C9neo am Beispiel von NMO1 + hC; Skalierungsb
µm, B) 250 µm, C), D) 50 µm; A) Übersicht des Rückenmarkschnitts mit geringgradiger Infil
ration des Gewebes ausgehend vom Katheterende, B) Au
Katheterendes, C) Katheter-
eine stärkere Farbreaktion mit pe

4,9 für NMO 4 + hC und 27,0 +/

Da in diese Zählung nur Strukturen mit einer Mindestgröße von 25 µm

sind, werden hier hauptsächlich größere Astrozyten erfasst. 

als Hinweis für eine Hypertrophie gewisser GFAP

generelle Vermehrung der Astrozyten in den möglichen Läsionsarealen gewertet we

den. Einige Schnitte weisen eine derart starke lokale Hypertrophie

zugehen ist, dass mehrere Astrozyten in der Auswertung miteinander zu größeren Stru

turen verschmolzen sind und somit nur als

dürfte die tatsächliche Zahl in den LVA noch etwas höher liegen al

Graphen abgebildet. 

 

3.2.4.6. Qualitative Auswertung der Komplementfärbungen

Um das Ausmaß der Aktivierung

die Rückenmarksschnitte gegen den

In der C9-neo-Färbung, welche den aktiven lytischen Kompl

se eine leichtgradige, vom Katheterende ausgehende diffuse Färbung der Rückenmarks 

beobachtet werden (Abb. 26

betont zu sein. Insgesamt zeigt sich entgegen den

Autopsiestudien und anderen Tiermodellen keine typische und ausgedehnte Aktivierung 

von Komplement im Gewebe. Hieraus kann geschlos
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Komplement nicht aktivierbar ist, dass die injizierten Antikörper nach Bindung an das 

Epitop kein Komplement aktivieren können oder d

injizierten Komplementfaktoren nicht ausreichend in aktiver

körperbindung gelangen können.

3.2.4.7. Geringe lokale

In den Gruppen mit Ko-Injektion von NMO

von den Katheterenden ausgehend eine Infiltration des 

positiven aktivierten Makrophagen 

intramedullär (Abb. 27). Diese

in seltenen Fällen auch in entfernteren Arealen der Rückenmarksschnitte zu beobachten, 

allerdings bei weitem nicht in dem Ausmaß, wie es nach den p

Autopsiefällen mit Komplement

wäre. 

Abb. 27: ED1-Färbung am Beispiel NMO1 + hC; Skalierungsbalken: A) 1000 µm, B) 250 µm, C) 
+ D) 25 µm; A) Übersicht des Rückenmarkschnitts mit Färbung v.a. nahe des Katheterendes, 
B) Ausschnitt mit Teil des Katheterendes, C) Katheternaher Ausschnitt der weißen Substanz 
in 100-facher Vergrößerung, D) kontralaterale Seite, v
getriebene, sternförmige Strukturen, die
überliegenden Seite [zentral in D)
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3.3. Auswertung der Gruppen mit rekombinanten Antikörpern 

3.3.1. NMO-Score 

3.3.1.1. Progrediente Erkrankungszeichen durch rAbAQP4 

Wurde der rekombinante Antikörper rAbAQP4 ohne humanes Komplement appliziert, so 

verschlechterte sich der klinische Zustand der Versuchstiere progredient im Versuchs-

verlauf. Nach 13 Injektionen lag der End-Score bei 4,3 +/- 0,8, während der Kontrollan-

tikörper rAbKontrolle1 nur unspezifische Reaktionen bei einem End-Score von 0,1 +/- 0,3 

verursachte (Abb. 28). Der durchschnittliche NMO-Score betrug 3,3 +/- 0,4 und war 

statistisch signifikant größer als der Durchschnittswert der Kontrollgruppe mit 0.8 +/- 

0.3 (rAbKontrolle1) (Abb. 28 B). 

3.3.1.2. Konzentrationsabhängigkeit der durch rAbAQP4 induzierten Symptome 

Hierbei korrelierte die Stärke der Betroffenheit der Tiere mit der Konzentration der ap-

plizierten Antikörper. So lag bei der auf 50% reduzierten Konzentration von rAbAQP4 

[0,5mg/ml] der End-Score bei 2,4 +/- 0,7. Dieser End-Score ist signifikant geringer als 

die Erkrankungssymptomatik in der Gruppe mit der Antikörperkonzentration von 

1mg/ml. Der tatsächliche Unterschied ist noch etwas größer als er durch die Zahlenwer-

te zum Ausdruck kommt, da in der Gruppe rAbAQP4 [1mg/ml] der Versuch aufgrund der 

Beschwerdesymptomatik nach 13 Injektion beendet werden musste, während in der 

Vergleichsgruppe mit der niedrigeren Konzentration die üblichen 15 Injektionen erfolg-

ten. In der absolut den Krankheitsverlauf eher unterschätzenden, aber statistisch robus-

teren Auswertung des Mittelwerts ist mit 1,9 +/- 0,4 ein signifikanter Unterschied ge-

genüber der höheren Konzentration festzustellen (Abb. 28 C). 

3.3.1.3. Erkrankungszeichen nicht direkt Komplement-abhängig 

In der vergleichenden Auswertung zeigt sich, dass sich in diesem Modell keine klare 

Komplementbeteiligung nachweisen lässt. Zwar liegen in der Gruppe mit zusätzlicher 

Injektion von aktivem humanen Komplement (rAbAQP4 + hC) sowohl der End-Score 

(5,9 +/- 0,4) als auch der Durchschnittsscore (4,1 +/- 0,4) nominell über den Werten der 

Gruppe rAbAQP4 ohne Komplement (4,2 +/- 0,8, bzw. 3,3 +/- 0,4), dies ist jedoch nicht 

als statistisch signifikant anzusehen (Abb. 28 A, B). 
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Zur weiteren Abklärung der Rolle von Komplement stand darüber hinaus derselbe re-

kombinante Antikörper mit einer Punktmutation im Fc-Teil zur Verfügung, welche die 

Komplement-Aktivierung verhindert. Auch in dieser Versuchsgruppe (rAbAQP4_non_compl) 

entwickelten die Tiere eine klinische Symptomatik. Die Stärke der Ausprägung war 

signifikant größer als in der Kontrollgruppe rAbKontrolle1, vergleichbar mit den Tieren der 

Gruppe rAbAQP4 [0,5 mg/ml] (Abb. 28 C), so wurden ein End-Score von 2,9 +/- 0,4 und 

ein Durchschnittswert von 1,9 +/- 0,1 gemessen. Insgesamt ist die Ausprägung aller-

dings niedriger als bei jenen Tieren, die die äquivalente Dosis an nicht mutiertem Anti-

körper rAbAQP4 erhalten hatten (Abb. 28 C).  

In einer weiteren Kontrollgruppe wurde der mutierte Antikörper zusammen mit zusätz-

lich appliziertem humanem Komplement untersucht (rAbAQP4_non_compl + hC). Hier lagen 

der finale Score bei 2,4 +/- 0,6 und der Durchschnitt bei 2,0 +/ 0,4 in der gleichen Grö-

ßenordnung wie ohne zusätzliche Injektion von Komplement, woraus geschlossen wer-

den kann, dass durch die Mutation tatsächlich keine hier messbare Komplement-

Aktivierung erfolgt und dass Komplement-unabhängige Krankheitsmechanismen vor-

liegen (Abb. 28 C). 

Der Kontrollantikörper zusammen mit humanem Komplement (rAbKontrolle1 + hC) lag 

mit einem finalen Score von 0,7 +/- 0,5 und einem Durchschnittswert von 0,7 +/- 0,2 im 

Bereich der Gruppe ohne Komplement und signifikant unter den Gruppen mit AQP4-

reaktiven Antikörpern (Abb. 28 A, B). 
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Abb. 28: NMO-Score nach Injektion der rekombinanten Antikörper: A) Klinischer Verlauf 
nach der 1. Injektion; B), C) statistische Auswertung der Mittelwerte über den gesamten 
Injektionszeitraum; B) signifikant vermehrte Symptome nach Injektion von rAbAQP4 und 
rAbAQP4 + hC gegenüber rAbKontrolle1 und rAbKontrolle1 + hC, keine signifikanten Unterschiede 
zwischen Gruppen mit und ohne hC; C) Applikation von rAbAQP4 [1 mg/ml] bewirkt signifikant 
mehr Symptome als auf 50% reduzierte Konzentration des IgG. AQP4-spezifische Antikörper 
mit mutiertem Fc-Teil haben unabhängig von zusätzlicher Komplementgabe signifikant grö-
ßere Effekte im Vergleich zu Kontrollen, zeigen allerdings verminderte Effekte im Vergleich 
zu unveränderten rAbs gegen AQP4; Sterne geben farbkodiert Signifikanzniveaus an 
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) 
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3.3.2. Verhaltenstestung 

3.3.2.1. Korrespondierende Verschlechterung der Laufleistung 

In allen Gruppen mit Applikation von Antikörpern gegen AQP4 kam es zu einer signi-

fikanten Reduktion der relativen Laufleistungen unter forcierter Lokomotion. So kamen 

die Tiere in der letzten Testung nach insgesamt 15 (bzw.10) intrathekalen Injektionen 

nur noch auf 35,7% +/- 13,0 % (rAbAQP4 [1 mg/ml]), 39,7% +/- 19,7% (rAbAQP4 [0,5 

mg/ml], 30,2% +/- 8,2% (rAbAQP4 + hC), 43,3% +/- 13,4% (rAbAQP4_non_compl) bzw. 

40,9% +/- 9,2% (rAbAQP4_non_compl + hC), während die Kontrollgruppen zum selben Zeit-

punkt noch 103,5% +/- 12,6% (rAbKontrolle1) bzw. 98, 4% +/- 25,5% (rAbKontrolle 1 + hC) 

und 78,0% +/- 19,9% (rAbKontrolle2 + hC) des Werts der Baseline-Testung erreichten. 

Abb. 29: Relative Laufleistung der Versuchsgruppen mit rekombinanten Antikörpern; alle 
Angaben relativ zum Durchschnitt der Baseline-Werte (100%), *p<0,05; **p<0,05 
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3.3.2.2. Keine Defizite der Vorderpfoten im GST 

Es zeigten sich im Versuchsverlauf keine Auffälligkeiten bei der Testung der Kraft in 

den Vorderpfoten mittels Grip-Strengh-Testung. So betrug die Kraft nach 15 (bzw. 10) 

Injektionen noch 84,5% +/- 18,9% (rAbAQP4 [1 mg/ml], 85,1% +/- 13,3 % (rAbAQP4 [0,5 

mg/ml], 100,5% +/- 8,5% (rAbAQP4 +hC), 104,0% +/- 5,6% (rAbAQP4_non_compl + hC), 

115,1% +/- 8,8% (rAbAQP4_non_compl) bzw. 106,0% +/- 12,6% (rAbKontrolle1), 102,9% +/- 

7,3% (rAbKontrolle1 + hC) und 117,1% +/- 14,7% (rAbKontrolle2 + hC) der vor Injektionsbe-

ginn gemessenen Werte. Dies ist konkordant mit der anzunehmenden Lokalisation der 

Läsionen im Rückenmark unterhalb des zerviko-thorakalen Niveaus in Höhe der 

Katheterendigung. 

 

3.3.3. Histologische Auswertung 

3.3.3.1. Geringe Anzahl an LVA in der Anti-Human-IgG-Färbung 

Wie in 3.1.3 (vgl. auch Abb. 11) beschrieben, zeigen sich in der Anti-Human-IgG-

Auswertung insbesondere der Gruppen mit rekombinanten Antikörpern und Komple-

ment nur sehr wenige Strukturen, welche als "läsionsverdächtig" einzuschätzen sind und 

somit selektiv weiter untersucht werden konnten (z.B. rAbAQP4 + hC, rAbKontrolle1 + hC; 

rAbAQP_non_compl und rAbAQP_non_compl + hC je n = 1). Auch weiter kranial oder kaudal 

geschnittene Gewebeproben weisen diese Strukturen nicht auf. Deswegen muss die his-

tologische Analyse diesbezüglich vorsichtig interpretiert werden, Aussagen über signi-

fikante Unterschiede können nicht getroffen werden. Infolgedessen erfolgt bei diesen 

Beispielen auch nur die Darstellung der Ergebnisse der quantitativen Auswertung der 

histologischen Färbungen ohne statistische Analyse und aufgrund der geringen Fallzahl 

mit wenig Aussagekraft. Soweit mit diesen Einschränkungen beurteilbar, sind die mor-

phologischen Befunde vergleichbar mit den in 3.2.4 anhand der mit Patienten-IgG be-

handelten Gruppen beschriebenen Läsionsmustern. 
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Abb. 30: Darstellung der anti-Human-IgG-Färbung der Gruppen mit rekombinanten 

Antikörpern; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

 

3.3.3.2. Reduktion von Aquaporin 4 

Infolgedessen besitzen auch die Ergebnisse der AQP4-Färbung in der Gruppenauswer-

tung nur geringe Aussagekraft. In Einzelbeispielen ist allerdings klar eine Reduktion der 

AQP4-Expression auszumachen, die Tendenz einer AQP4-Depletion zeichnet sich in 

allen Gruppen ab. Die Werte der LVA im Vergleich zur korrespondierenden weißen 

Substanz sind mit 91,8 +/- 3,7 vs. 103,9 +/- 3,8 (rAbAQP4 [1mg/ml]), 95,6 +/- 15,5 vs. 

108, 1 +/- 5,5 (rAbAQP4 [0,5mg/ml]), 76,8 vs 103,8 +/- 3,1(rAbAQP4 + hC), 96,1 vs. 106,1 

+/- 3,6 (rAbAQP4_non_compl) und 89,0 vs. 101,2 +/- 2,9 (rAbAQP4_non_compl + hC) nominell 
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deutlich reduziert (Abb. 31), besitzen aber aufgrund der geringen Anzahl an LVA keine 

statistisch relevante Aussagekraft. In den Kontrollgruppen zeigen sich mit 98,8 +/- 10,3 

vs. 102,3 +/- 3,7 (rAbKontrolle1), 91,4 vs. 100,8 +/- 1,7 (rAbKontrolle1 + hC) bzw. 89,3 +/- 

1,4 vs. 101,5 +/- 3,7 (rAbKontrolle2 + hC) im Seitenvergleich vergleichbare Werte. 

 

3.3.3.3. Auswertung der EAAT2-Färbung  

Die graue Substanz der Schnitte ist stärker gefärbt als die weiße Substanz (Abb. 32). 

Die LVA zeigen bei geringer Stichprobenanzahl in den Gruppen rAbAQP4 [1mg/ml] mit 

97,5 +/- 2,8 und rAbAQP4 + hC mit 102,9 signifikant reduzierte, in den übrigen Gruppen 

mit 102,7 +/- 2,7 (rAbAQP4 [0,5mg/ml]), 104,4 +/- 4,9 (rAbAQP4_non_compl) und 110,2 

Abb. 31: Quantitative Auswertung der Aquaporin 4-Färbung der Gruppen mit rekombinan-
ten Antiköpern, *p<0,05; **p<0,01 
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(rAbAQP4_non_compl + hC) graduell reduzierte EAAT2-Dichtewerte, während die LVA in 

den Kontrollgruppen mit 106,6 (rAbKontrolle1), 118,2 +/- 1,1 (rAbKontrolle 1 + hC) +/- und 

112,4 +/- 4,3 (rAbKontrolle2 + hC) keine signifikanten Differenzen zur weißen Substanz 

aufweisen. 

Im Vergleich der Gruppen untereinander ist auffällig, dass bei identischer Färbereihe 

und gleichen Aufnahmeparametern in der Gruppe rAbAQP4 + hC im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe rAbKontrolle1 + hC (p<0,05) bzw. rAbAQP4 gegenüber rAbKontrolle1 (p= 

0,063) eine generell reduzierte Immunreaktivität gemessen werden kann. 
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3.3.3.4. Auswertung der GFAP-Färbungen 

In der GFAP-Färbung zeigt sich stets eine gering reduzierte Dichte in der LVA gegen-

über der kontralateralen weißen Substanz. So betragen die Werte (jeweils LVA vs. wei-

ße Substanz) 122,1 vs. 125,0 +/- 2,3 (rAbAQP4 [1mg/ml]), 117,1 +/- 4,2 vs. 124,9 +/- 1,1 

(rAbAQP4 [0,5mg/ml]) 107,4 +/- 5,3 vs. 122,1 +/- 3,0 (rAbAQP4 + hC), 118,4 vs. 125,8 +/- 

1,7 (rAbAQP4_non_compl) und 111,4 +/- 5,7 vs. 121,4 +/- 3,2 (rAbAQP4_non_compl + hC), wäh-

rend in den Kontrollgruppen mit 132,0 +/- 1,0 vs. 126,9 +/- 2,5 (rAbKontrolle1), 130,4 vs. 

130,6 +/- 1,3 (rAbKontrolle1 + hC) und 122,6 +/- 2,4 vs. 123,7 +/- 2,7 (rAbKontrolle2 + hC) 

vergleichbare Werte zu beobachten sind. Interessanterweise zeigen die der LVA an-

grenzenden Bereiche der grauen Substanz gegenüber den übrigen Regionen der grauen 
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Substanz mit 130,4 (vs. 115,8 +/- 2,1, rAbAQP4 [1mg/ml]), 124,9 +/- 4,5 (vs. 120,2 +/- 

2,0, rAbAQP4 [0,5mg/ml]), 129,2 +/- 2,9 (vs. 112,0+/-2,9, rAbAQP4 + hC), 133,0 (vs. 

117,2 +/-1,5 rAbAQP4_non_compl) und 117,6 +/- 5,7 (vs. 112,6 +/-2,4, rAbAQP4_non_compl + 

hC) eine deutliche Erhöhung der GFAP-Reaktivität. (Abb. 33A - E). In den Kontroll-

gruppen (Abb. 33 F - H) ist diese Tendenz nicht zu beobachten, jedoch muss erneut auf 

die eingeschränkte Zahl an Schnitten mit auswertbaren LVA und die somit einge-

schränkte Beurteilbarkeit hingewiesen werden. 

Bei der Auswertung der Anzahl der Astrozyten fanden sich in allen Gruppen keine sig-

nifikanten Unterschiede zwischen der LVA und der korrespondierenden weißen Sub-

stanz (Abb. 34). In der grauen Substanz zeigt sich zwar in den an die LVA angrenzen-
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Abb. 34: Auswertung GFAP-Färbung der Gruppen mit rekombinanten Antikörpern, Anzahl 
der GFAP-reaktiven Strukturen pro Standard-AOI (62 µm2). Es sind nur für die Fragestellung 
relevante Signifikanzen gekennzeichnet, *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001 
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den Arealen in den Gruppen rAbAQP4 [0,5mg/ml] (33,0 +/- 8,7 vs. 26,2 +/- 2,0) und 

rAbAQP4_non_compl (79,0 vs. 30,2 +/- 4,0) eine im Vergleich zu den Durchschnittswerten in 

der grauen Substanz erhöhte Anzahl an GFAP-positiven Strukturen, eine ähnliche Ten-

denz lässt sich jedoch auch in der Kontrollgruppe rAbKontrolle1 (63,7 +/- 10,2 vs. 32,1 +/- 

2,7) beobachten, während andere NMO-Gruppen diese Tendenz nicht zeigen. Daher ist 

diese Beobachtung sehr inkonstant und eher der zu geringen Anzahl an auswertbaren 

LVA geschuldet. 

In der Zusammenschau ist jedoch sicher festzustellen, dass keine der Gruppen eine mas-

sive Destruktion an GFAP-positiven Astrozyten zeigte, wie es in anderen Modellen 

nach Applikation von Antikörpern gegen AQP4 und Komplement beschrieben wird und 

in diesen Gruppen auch hier zu erwarten gewesen wäre. 

  

3.3.3.5. Auswertung der Doppelfluoreszenz-Färbungen 

Zur genaueren Lokalisation der AQP4- und EAAT2-Reduktion wurden jeweils Doppel-

fluoreszenzfärbungen gemeinsam mit GFAP angefertigt (Abb. 35 und Abb. 36).  

Hierbei zeigt sich in den kontralateralen, nicht betroffenen Arealen (Abb. 35 C, E) eine 

klare Kolokalisation von AQP4 mit GFAP. In den LVA nahe dem Katheterende zeigt 

sich wie auch in den immunhistochemischen Färbungen ein selektiver Verlust von 

AQP4 bei erhaltener, z. T. sogar reaktiv verstärkter GFAP-Expression (Abb. 35 B, D). 

EAAT2 ist in nicht-affizierten Bereichen ebenfalls mit GFAP kolokalisiert (Abb. 36C, 

E). Im Bereich der LVA ist hier auch wie beschrieben eine hochgradige Depletion bei 

erhaltenen astrozytären Strukturen auffällig (Abb. 36 B, D). 

Interessanterweise erscheint die Fläche, welche einen Verlust an EAAT2 aufweist 

(exemplarisch in Abb. 36 A) deutlich ausgedehnter als die Areale, in welchen eine 

Depletion der AQP4-Reaktivität zu beobachten ist (exemplarisch Abb. 35 A). Diese 

Beobachtung widerspricht der bisherigen Annahme einer primären Internalisierung von 

AQP4/EAAT2-Komplexen und könnte Hinweis auf eine stärkere Beteiligung des 

EAAT2-Kanals und der hiermit verbundenen Theorie der Glutamatexzitotoxizität im 

Rahmen der Pathogenese der NMO sein.  



 

Abb. 35: Doppelfluoreszenz 
im Bereich der LVA mit deutlicher Depletion von AQP4 bei 
schnitt aus A), C) repräs. Ausschnitt der kontralat. Seite, D),
Skalierungsbalken A) 250 µm

Abb. 36: Gruppe rAbAQP4 + hC; 
EAAT2-Deletion, B) LVA Ausschnitt aus A
E) repräsentative Ausschnitte aus B
µm (20-fach), D) + E): 50 µm 
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AQP4 (rot) + GFAP (grün) der Gruppe rAbAQP4 + hC
im Bereich der LVA mit deutlicher Depletion von AQP4 bei erhaltenem GFAP, B) LVA Au

Ausschnitt der kontralat. Seite, D), E) Ausschnitte aus B, bzw. C); 
250 µm (10-fach), B) + C): 100 µm (20-fach), D) + E): 50 µm

+ hC; EAAT2 (rot) + GFAP (grün); A) Übersicht LVA 
schnitt aus A), C) repräsentativer kontralateraler

repräsentative Ausschnitte aus B) + C); Skalierungbalken A): 250 µm (10-fach), B
 (63-fach)  

 
+ hC, A) Übersicht 

erhaltenem GFAP, B) LVA Aus-
E) Ausschnitte aus B, bzw. C); 

50 µm (63-fach) 

 
) Übersicht LVA mit deutlicher 

eraler Ausschnitt, D) + 
fach), B) + C): 100 



 

3.3.3.6. Komplementablagerung und Zellinfiltration

In der C9neo-Färbung weis

körpern zusammen mit humanem Komplement 

IgG (siehe 3.2.4.6) eine nur leichtgradige

Rückenmarksschnitte auf (Abb.

der unspezifischen Farbreaktion

In der ED1-Färbung ist hier

rophagen mit vereinzelten ED1

vereinzelte Makrophagen disseminiert

Die Gruppen ohne Applikation von Komple

(Abb. 37 G, H). 

In der Zusammenfassung lässt sich feststellen, dass 

rAbAQP4 zwar weniger LVA zeigen

wie bei Tieren nach Injektion von aufgereinigtem

mit humanem Komplement 

Abb. 37: C9neo (A - D) und ED1
(rechts); Skalierungsbalken: 
jeweils Ausschnitt der LVA aus A
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Komplementablagerung und Zellinfiltration 

Färbung weisen die Gruppen mit Applikation von rekombinanten Ant

humanem Komplement parallel zu den Experimenten mit NMO

nur leichtgradige, vom Katheterende ausgehende

Abb. 37 A, B). Diese unterscheidet sich nicht wesentlich 

Farbreaktion der Gruppen ohne Komplement (Abb. 37

ist hier in den LVA eine geringe lokale Infiltration an aktiven Ma

rophagen mit vereinzelten ED1-positiven Makrophagen zu erkennen, 

disseminiert im Gewebe zu beobachten sind 

Die Gruppen ohne Applikation von Komplement zeigen keine Makrophageninfiltration 

In der Zusammenfassung lässt sich feststellen, dass die Tiere mit Applikation von 

zwar weniger LVA zeigen, diese jedoch dieselben Charakteristika auf

n nach Injektion von aufgereinigtem Patienten-Immunoglobulin

mit humanem Komplement (vgl. Beschreibung in 3.2.4.6 und 3.2.4.7). 

D) und ED1-Färbung (E - H) von rAbAQP4 mit (links) und ohne Komplement 
 A), C), E), G): 500 µm (2,5-fach); B), D), F), H): 250

jeweils Ausschnitt der LVA aus A), C), E), G). 

 

rekombinanten Anti-

parallel zu den Experimenten mit NMO-

, vom Katheterende ausgehende Anfärbung der 

nicht wesentlich von 

37 C, D). 

lokale Infiltration an aktiven Mak-

 wobei ebenfalls 

 (Abb. 37 E, F). 

en keine Makrophageninfiltration 

Tiere mit Applikation von 

jedoch dieselben Charakteristika aufweist, 

Immunoglobulin zusammen 

 

mit (links) und ohne Komplement 
250 µm (10-fach); 
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3.4. Intrazerebrale Injektion von IgG mit aktivem Komple ment 

3.4.1. Klinische Beobachtung 

Wie oben erwähnt, konnte nach Koinjektion von Antikörpern gegen AQP4 und aktivem 

humanem Komplement überraschenderweise nur eine leichtgradige intraspinale Akti-

vierung von Komplement im Bereich des gebundenen IgGs detektiert werden. Um die 

Frage zu klären, ob das aufgereinigte Patienten-IgG und die verwendete Komplement-

fraktion prinzipiell fähig sind, zusammen terminale Lysekomplexe zu bilden, wurde ein 

Kontrollexperiment mit direkter intrazerebraler Injektion der IgG-Präparationen und der 

Komplementfraktion durchgeführt. Hierzu wurden den Tieren das Kontroll-IgG Kon-

trolle 1, das Patienten-IgG NMO 2 sowie dieselben IgG-Fraktionen zusammen mit dem 

humanen Komplement direkt intrazerebral injiziert (siehe Methoden). 

Die Tiere hatten ein Ausgangsgewicht von 173,4 g +/- 2,1 g. Bei denjenigen Tieren, die 

im Laufe einer Woche 3 Injektionen erhielten, zeigte sich ein geringer, nicht gruppen-

spezifischer Gewichtsverlust auf ein finales Gewicht von 159,7 g  +/- 3,6 g. Dies dürfte 

größtenteils auf den durch die 3-malige Operation mit begleitender Narkose verursach-

ten Stress zurückzuführen sein. In der klinischen Beurteilung traten keine höhergradigen 

Auffälligkeiten auf, schon seit der ersten Injektion war in den Gruppen NMO 2 und 

NMO 2 + hC eine leichte Schwäche des Schwanzes (EAN-Score 1 - 2) sowie bei einem 

einzelnen Tier ein leicht ataktischer Gang (EAN-Score 2 - 3) zu beobachten, ohne dass 

es im weiteren Verlauf zu einer deutlichen Progression der Symptome kam. Die Kont-

rolltiere waren ohne Auffälligkeiten. 

 

3.4.2. Histologische Auswertung 

3.4.2.1. Ablagerungen von human-IgG an den Injektionsstellen 

Analog zu den Katheterversuchen können läsionsverdächtige Areale durch die Anti-

Human-IgG-Färbung identifiziert werden. Am vermuteten Injektionspunkt zeigt sich 

eine sehr starke Immunreaktivität gegen humanes Immunglobulin, davon ausgehend 

findet sich in abnehmender Intensität eine großflächige Infiltration der gesamten Hemi-

sphäre (Abb. 38B). Kontralateral ist keine erhöhte Reaktivität vorhanden. 



 

Abb. 38: Intrazerebrale Injektion von NMO2 + hC (1
Injektionsseite (B, E, H, K) im 
µm), Quadrate markieren Aufnahmeort der Läsion
ken je 200 µm) 
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: Intrazerebrale Injektion von NMO2 + hC (1 x Injektion), Gegenseite
K) im Vergleich (2,5-fache Vergrößerung, Skalierungsb

), Quadrate markieren Aufnahmeort der Läsion (C, F, I, L, je 10-fache Vergrößerung, Ba

 

Injektion), Gegenseite (A, D, G, J) und 
fache Vergrößerung, Skalierungsbalken je 500 

fache Vergrößerung, Bal-



 71 

Die Ratten mit 3-maliger Injektion hatten aufgrund der Gesamtmenge z. T. etwas stär-

kere und weiter verbreitete Farbinfiltrationen als jene Schnitte, bei welchen nach der 

ersten Injektion die Gewebeentnahme erfolgte.  

 

3.4.2.2. Depletion von AQP4 und GFAP in Bereichen ausgeprägter Komple- 

  mentaktivierung 

In Versuchstieren mit intrazerebraler Applikation von NMO-IgG und additiver Gabe 

von humanem Komplement zeigt sich um den in der HE- und Anti-Human-IgG-

Färbung identifizierten Injektionsort eine starke lokale Immunreaktion gegen C5b-9 

(Abb. 38 J - L). 

An diesen Stellen (Abb. 38 E, F) wird eine vollständige Depletion der AQP4-

Immunoreaktivität beobachtet. Die Größe der Läsionen ist dabei auf die Orte der stärks-

ten IgG-, sowie und C5b-9-Immunreaktivität beschränkt. Ungleich zu den Befunden mit 

intrathekaler Injektion mit spinalen Kathetern kommt es in diesem Modell an den Läsi-

onsorten zu einem deutlichen Verlust an GFAP-positiven Astrozyten. In der Kontroll-

gruppe zeigen sich um den Injektionsort keine Auffälligkeiten. 

Das Experiment mit intrazerebraler Injektion zeigt, dass sowohl das verwendete NMO-

IgG als auch das verwendete humane Komplement in der Lage ist, die in der Literatur 

vorbeschriebenen Läsionen hervorzurufen. Somit kann daraus geschlossen werden, dass 

das hier untersuchte Modell mit repetitiver intrathekaler Applikation von IgG zusam-

men mit humanem Komplement methodisch nicht für die Analyse Komplement-

vermittelter Prozesse im Rückenmark geeignet scheint.  
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4. DISKUSSION 

4.1.  Zusammenfassung der Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von NMO-IgG und rekombinanten Antikörpern 

gegen AQP4 sowie die Auswirkung von additivem humanem Komplement in einem 

intrathekalen passiv-Transfer-Modell der Ratte untersucht. Es konnte gezeigt werden, 

dass eine kontinuierliche Applikation von Antikörpern zu progredienten motorischen 

Symptomen führt. Es fanden sich Hinweise auf eine Komplement-unabhängige Patho-

genese, welche histologisch durch eine Hypertrophie GFAP-positiver Astrozyten und 

eine simultane Reduktion an Aquaporin 4 und EAAT2 gekennzeichnet war. Der Nach-

weis einer zusätzlich pathophysiologisch relevanten Rolle von humanem Komplement 

konnte in diesem Tiermodell mit repetitiver intrathekaler Applikation nicht erbracht 

werden. In einem separaten Versuchsteil wurde die bereits bekannte additive zytotoxi-

sche Wirkung von aktiviertem Komplement nach Bindung von anti-AQP4-Antikörpern 

im Gewebe nach direkter intraparenchymaler Injektion bestätigt. 

4.2. Beurteilung des klinischen NMO-Scores und der Verhaltenstestungen 

Die Entdeckung von spezifischen, gegen Aquaporin 4 gerichteten Autoantikörpern bei 

Patienten mit Neuromyelitis optica (Lennon et al., 2004; Lennon et al., 2005) sowie der 

Nachweis ihrer Beteiligung bei der Entstehung NMO-typischer Läsionen in vitro 

(Zhang et al., 2011; Hinson et al., 2012) und in vivo (Bennett et al., 2009; Bradl et al., 

2009; Kinoshita et al., 2009; Saadoun et al., 2010; Ratelade et al., 2011) hat die Ein-

ordnung der Neuromyelitis optica als eigene Krankheitsentität ermöglicht. Die bisher 

etablierten Tiermodelle beruhen jedoch entweder auf einer Exazerbation vorbestehen-

der, unphysiologischer Inflammation bei EAE (Bennett et al., 2009; Bradl et al., 2009; 

Kinoshita et al., 2009) oder weisen bei systemischer Applikation Limitationen bei der 

Überwindung der BHS auf (Kalluri et al., 2011; Ratelade et al., 2011). Das Tiermodell 

durch einmalige intrazerebrale Injektion hat den Nachteil, dass nicht das bei der NMO 

vorwiegend betroffene Rückenmark analysiert wird, und es erlaubt keine Beurteilung 

im zeitlichen Verlauf oder eine Evaluation der Effekte durch Verhaltensbeobachtungen 

(Saadoun et al., 2010; Ratelade et al., 2012). 
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Das in dieser Arbeit verwendete Modell mit repetitiver intrathekaler Applikation, wel-

ches zuvor schon bei anderen neurologischen Autoimmunerkrankungen mit 

Zielepitopen im zentralen Nervensystem angewendet wurde (Geis et al., 2010; Geis et 

al., 2011; Geis et al., 2012), ermöglichte zum einen eine Überwindung der BHS ohne 

mögliche Interferenz durch eine generalisierte Entzündungsreaktion, zum anderen kann 

mit diesem Tiermodell die Wirkung der applizierten Antikörper über einen längeren 

zeitlichen Verlauf beurteilt werden. 

Sowohl durch Applikation von aufgereinigtem Patienten-IgG als auch von rekombinan-

ten AQP4-Antikörpern konnten klinische Symptome induziert werden, welche ausge-

hend von einer milden Gangunsicherheit und Schwäche des Schwanzes der Versuchstie-

re z. T. bis zu einer Paraparese der hinteren Extremitäten voranschritten und somit den 

klinischen Befunden einer Querschnittsmyelitis ähnelten. Dabei war diese Verschlechte-

rung in allen Versuchsgruppen signifikant größer als in den entsprechenden Kontroll-

gruppen und das Fortschreiten progredient mit Phasen geringer Erholung an den injekti-

onsfreien Tagen. 

Die durch den NMO-Score veranschaulichte Progredienz der Symptome wird durch die 

Ergebnisse der Rotarod-Testung bestätigt. Unter forcierter Lokomotion erreichten zu 

Versuchsende sowohl die Gruppen mit Patienten-IgG (NMO1-4) als auch die verschie-

denen Gruppen mit rekombinanten Antikörpern gegen AQP4 weniger als 50% des Aus-

gangswertes, während die Kontrollgruppen auf dem Niveau der Ausgangsleistungen 

blieben. Aufgrund der lumbalen Lage des Katheters waren die Ergebnisse des Grip-

Strength-Tests ohne Kraftverlust der Vorderpfoten zu erwarten und entsprachen der 

spinalen Pathogenese mit lumbalem Schwerpunkt dieses Modells. 

Durch die Verwendung von rekombinanten, spezifisch gegen Epitope von AQP4 ge-

richteten Antikörpern konnte die Spezifität der Antikörper-Wirkung belegt werden. 

Aufgrund der Ähnlichkeit der Symptome, sowohl im Hinblick auf den Schweregrad als 

auch auf den Zeitverlauf, ist anzunehmen, dass auch bei den polyklonalen IgG-

Fraktionen aus NMO-Patienten-Plasmapheresematerial die hochtitrig vorhandenen An-

tikörper gegen AQP4 für die Entstehung der charakteristischen Symptome verantwort-

lich sind. 
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Obwohl klinische Studien eine mögliche Korrelation zwischen AQP4-Titer und dem 

Schweregrad der Erkrankung gezeigt haben (Takahashi et al., 2007; Jarius et al., 2008) 

und die therapeutischen Ansätze der Plasmapherese oder Rituximab auf eine Reduktion 

des Immunoglobulinspiegels abzielen, wurde bisher lediglich in vitro nachgewiesen, 

dass NMO-IgG konzentrationsabhängig an AQP4 bindet und Effektorfunktionen ausübt 

(Ratelade et al., 2011). Die Beobachtung, dass in unserem Modell die um 50% reduzier-

te Konzentration von rAbAQP4 im Vergleich zur vollen Konzentration eine signifikant 

verringerte Pathologie bewirkt, ergänzt diese Beobachtungen erstmals in einem Tiermo-

dell in vivo. 

Ausgehend von histopathologischen Ablagerungen von aktiviertem Komplement in 

NMO-typischen Läsionsarealen (Lucchinetti et al., 2002; Misu et al., 2007) und einer 

Reduktion der NMO-Schubfrequenz durch den Komplement-depletierenden Antikörper 

Eculizumab (Pittock et al., 2013) wurde sowohl in vitro (Hinson et al., 2007; Kinoshita 

et al., 2009; Sabater et al., 2009; Zhang et al., 2011) als auch in vivo im Tiermodell 

nach EAE-Induktion und nach intrazerebraler Parenchyminjektion von NMO-IgG und 

humanem Komplement (Saadoun et al., 2010; Ratelade et al., 2012) die Beteiligung 

Komplement-abhängiger Zytotoxizität bei der Entstehung NMO-typischer Läsionen 

herausgestellt. Nach diesen experimentellen Befunden und den Beobachtungen in 

Autopsiestudien (Lucchinetti et al., 2002; Misu et al., 2006; Misu et al., 2007; Misu et 

al., 2013) besteht kein Zweifel, dass eine Antikörper-vermittelte Aktivierung des Kom-

plementsystems eine Hauptrolle bei der Entstehung der massiven Gewebsdestruktion 

bei Patienten mit NMO spielt. In dieser Arbeit konnte zusätzlich dargelegt werden, dass 

im Langzeitverlauf durch intrathekalen Passiv-Transfer Symptome sowohl durch Pati-

enten-IgG (NMO-IgG) als auch durch rekombinante Antikörper (rAbAQP4) ohne den 

Zusatz von humanem Komplement induziert werden können, die in den Kontrollgrup-

pen nicht auftraten. Eine additive intrathekale Applikation von humanem Komplement 

(rAbAQP4 + hC, bzw. NMO1 + hC) führte lediglich zu einer geringen, nicht signifikanten 

Exazerbation der Symptome. Zwar kann nicht ausgeschlossen werden, dass die appli-

zierten Antikörper lokales, über die BHS diffundiertes, Rattenkomplement aktiveren, 

jedoch erscheint dies aus verschiedenen Gründen unwahrscheinlich: Zunächst zeigen 

die C9neo-Färbungen histologisch keine verstärkte Komplementablagerung im Bereich 

der Bindung von humanem IgG. Darüber hinaus ist es fragwürdig, ob humane Antikör-
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per überhaupt in der Lage sind, aus Ratten stammendes Komplement zu aktivieren, da 

Komplementaktivierung Spezies-spezifisch ist (Grundke-Iqbal et al., 1981; Lassmann et 

al., 1983; Sesarman et al., 2012). So wurde auch beschrieben, dass nur humanes, nicht 

jedoch murines Komplement in der Lage ist, in Zellkulturen gemeinsam mit NMO-IgG 

entsprechende Läsionen hervorzurufen (Saadoun et al., 2010). Ratten-Komplement 

scheint teilweise etwas stärker als Maus-Komplement in der Lage zu sein, mit humanen 

Antikörpern zu interagieren (Bergman et al., 2000; Asavapanumas et al., 2013). Dies 

dürfte allerdings in dem verwendeten Modell angesichts der geringen Komplementabla-

gerung in den histologischen Befunden lediglich eine untergeordnete Rolle spielen. 

Zur weiteren Kontrolle der Komplement-abhängigen Zytotoxizität erfolgten ebenfalls 

Versuche mit den modifizierten rekombinanten Antikörpern rAbAQP_non_compl. Erwar-

tungsgemäß zeigte das Komplement hier keinerlei additiven Effekt. Interessanterweise 

war die Erkrankungssymptomatik einerseits signifikant stärker gegenüber den Kontrol-

len, andererseits aber auch signifikant schwächer als bei der Applikation des Antikör-

pers ohne modifizierten Fc-Teil. 

Durch die Substitution K322-A hat derart modifiziertes IgG wohl eine kaum veränderte 

Affinität zu dem Zielepitop, während die Fähigkeit zu Komplement-abhängiger Zytoto-

xizität (CDC) hochgradig reduziert ist. (Duncan und Winter, 1988; Hezareh et al., 2001; 

Li et al., 2010). Allerdings bestehen keine Vorbefunde, wie sich die Modifikation des 

Fc-Fragments auf die Auswirkung der Antikörperbindung im hier untersuchten Tiermo-

dell auf mögliche nachfolgende Prozessierungswege auswirkt. Insbesondere veränderte 

sterische Eigenschaften oder unterschiedliche Glykosilierungen des Fc-Teils könnten die 

leichte, aber signifikant abgeschwächte Wirkung von rAbAQP4_non_compl gegenüber 

rAbAQP4 erklären (Rademacher et al., 1994; Shields et al., 2002; Kaneko et al., 2006; 

Anthony et al., 2008). Der Effekt einer komplementunabhängigen, gegenüber den Kon-

trollen signifikant erhöhten Pathogenität des Antikörpers rAbAQP4_non_compl liefert somit 

zusätzliche Hinweise auf eine Komplement-unabhängige Pathogenese. 

Einer der möglichen alternativen Effektorwege ist die Antikörper-vermittelte Zytotoxi-

zität (ADCC). Insbesondere für den verwendeten Antikörper rAbAQP_non_compl wurde 

gezeigt, dass er in der Lage ist, ADCC zu aktivieren (Tradtrantip et al., 2012). Da bei 

einer K332A-Mutation prinzipiell eine Reduzierung der Fähigkeit zu ADCC auf ca. 
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50% beschrieben wurde (Hezareh et al., 2001), könnte die Beobachtung, dass die Pa-

thogenität mit rAbAQP_non_compl geringer ist als mit rAbAQP4 und im Bereich des Schwere-

grades der halben Konzentration rAbAQP4 [0,5 mg/ml] liegt, hierauf zurückzuführen 

sein. Einschränkend muss jedoch gesagt werden, dass in der vorliegenden Arbeit keine 

Experimente in Hinblick auf ADCC durchgeführt wurden. In der histologischen Aufbe-

reitung gab es keine offensichtlichen Hinweise auf eine Infiltration von NK-Zellen, al-

lerdings wurde diesbezüglich keine qualitative oder quantitative Analyse durchgeführt. 

So sind auch andere Mechanismen wie eine durch Antikörper vermittelte Störung der 

Funktion des Membranproteins, z. B. in Form von Regulationsstörungen der Wasser-

homöostase oder eine Antikörper-getriggerte Internalisierung des Zielantigens und 

eventuell assoziierter Proteine mit nachfolgender Funktionsstörung möglich. 

4.3. Beurteilung der MRT-Bildgebung 

In der klinischen Diagnostik der NMO spielen KM-aufnehmende, langstreckige Läsio-

nen über mehrere Rückenmarkssegmente in der MRT-Bildgebung eine wesentliche Rol-

le (Filippi und Rocca, 2004; Trebst et al., 2013). In den durchgeführten MRT-

Aufnahmen mit dem Kontrastmittel Gadofluorin M zeigte sich im Bereich des 

Katheterendes eine Kontrastmittelaufnahme in der Ausdehnung von 1 - 3 Segmenten, 

welche in Kontrolltieren nicht vorzufinden bzw. deutlich geringer ausgeprägt war. Da 

das verwendete Kontrastmittel sehr sensibel auf eine Störung der BHS reagiert 

(Bendszus et al., 2008; Weise und Stoll, 2012), ist das als Hinweis auf eine lokale Stö-

rung der BHS am Katheterende mit maximaler lokaler Konzentration des applizierten 

IgG zu werten. Die Funktion von AQP4 als hauptsächlichem Wasserkanal im zentralen 

Nervensystem und damit auch wichtigster Regulator im Bereich der BHS 

(Papadopoulos und Verkman, 2013) hat zu der Hypothese einer durch NMO-Antikörper 

verursachten lokalen endothelialen Dysfunktion geführt (Vincent et al., 2008). Die hier 

nachgewiesene lokale Störung der BHS könnte das Korrelat für eine Antikörper-

induzierte Veränderung der AQP4-Funktion sein. Die fehlende Ausprägung der KM-

Aufnahme in Tieren nach Applikation von Kontroll-IgG spricht gegen eine BHS-

Dysfunktion durch eine lokale Reizung der Katheterspitze. Allerdings schränkt die ge-

ringe Anzahl der untersuchten Tiere sowie die z. T. erschwerte Auswertbarkeit durch 

Artefaktüberlagerung der Bilder die Verwertbarkeit der Ergebnisse ein. Weiterführende 
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Experimente, auch detaillierte histologische Untersuchungen der BHS in den Arealen 

der Antikörperablagerungen im Rückenmark der Versuchstiere könnten weitere interes-

sante Details über Komplement-unabhängige Mechanismen von Antikörpern gegen 

AQP4 erbringen. 

4.4. Beurteilung der histologischen Ergebnisse 

Ein Hauptproblem der histologischen Auswertung lag in der z. T. geringen Anzahl an 

läsionsverdächtigen Arealen (LVA), insbesondere in den Gruppen mit rekombinanten 

Antikörpern. Während die Gruppen mit aufgereinigtem Patienten-IgG auch in den 

Kontrollgruppen eine hohe Anzahl an LVA aufwiesen, waren in den Gruppen mit rAbs 

sowohl Anzahl als auch Ausdehnung dieser Strukturen stark reduziert. Dies könnte an 

der gewählten Schnittebene des Rückenmarks liegen. Es wurde bei der Gewebeentnah-

me stets darauf geachtet, den Bereich des thorako-lumbalen Rückenmarkabschnitts für 

die anschließende Histologie zu nutzen, der unmittelbar an der Katheterspitze gelegen 

war. Die MRT-Untersuchungen hatten in diesem Bereich auch das Maximum der KM-

Aufnahme gezeigt (siehe 4.3). Es ist allerdings nicht ausgeschlossen, dass die exakte 

Schnittführung bei der Entnahme variierte und somit ggf. Läsionsareale nicht entspre-

chend angeschnitten wurden. Des Weiteren könnten die für die Experimente gewählten 

Konzentrationen der IgG-Präperationen eine Rolle spielen. Für die NMO-IgG-

Fraktionen (NMO 1,2,4, Kontrolle 1,2) war eine Konzentration von 100 mg/ml, bzw. 12 

mg/ml (NMO3) gewählt worden, während aufgrund der vermutlich höheren Spezifität 

bei den rAbs eine Konzentration von 1 mg/ml gewählt worden war. Es ist möglich, dass 

sich bei den Versuchsteilen mit aufgereinigten Patientenantikörpern mehr AQP4-

reaktives IgG anlagert hat und somit histologisch detektiert werden konnte. Es ist zwar 

unwahrscheinlich, aber nicht vollends auszuschließen, dass sich in den aufgereinigten 

Patienten-Seren weitere unspezifisch mit anderen Epitopen des Rückenmark reagieren-

de IgG-Fraktionen befunden und so zu einer erhöhten Anfärbung des gegen humanes 

Immunglobulin gerichteten Antikörpers beigetragen haben. 

In den Versuchsgruppen mit aufgereinigtem Patienten-IgG aus Plasmapheresematerial 

demonstriert die regelhafte starke Reaktion der Anti-Human-IgG-Färbung, dass die An-

tikörper in hinreichend großer Menge das Gewebe erreicht haben. Auch in den Gruppen 

mit rekombinanten Antikörpern zeigten die Schnitte mit nachweisbaren Läsionsarealen 
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eine entsprechende Farbreaktion. Zudem ist in der Literatur beschrieben, dass der Anti-

körper rAbAQP4 (alternative Bezeichnung rAb-53) bei systemischer Applikation in An-

wesenheit von AQP4 eine Halbwertszeit von t1/2 = 18 h besitzt und bei intrazerebraler 

Injektion eine Diffusionsgeschwindigkeit im Gewebe von 6,2 mm²/3 h zeigt (Ratelade 

et al., 2011; Asavapanumas et al., 2013). Somit ist auch in Anbetracht der phänotypi-

schen Auffälligkeiten im Versuchsverlauf davon auszugehen, dass die applizierten An-

tikörper im Gewebe in hinreichend hoher Konzentration vorlagen. 

4.4.1. Beurteilung der Färbungen gegen AQP4 und GFAP 

In sämtlichen Versuchsgruppen mit intrathekaler Injektion von NMO-IgG oder anti-

AQP4-reaktiven rAbs kam es im Bereich der LVA zu einer signifikanten oder zumin-

dest tendenziellen Reduktion der AQP4-Reaktivität, welche mit den Orten der Ablage-

rung von humanem Immunglobulin korrelierte. Dieser Effekt zeigte sich nicht in den 

Kontrollgruppen. Es handelte sich hierbei um eine graduelle Reduktion und nicht um 

einen vollständigen Verlust von AQP4, wie er z.T. in histopathologischen Berichten 

(Misu et al., 2006; Misu et al., 2007; Roemer et al., 2007) und v. a. in experimentellen 

Studien nach intrazerebaler Injektion von NMO-IgG zusammen mit humanem Kom-

plement (Saadoun et al., 2010; Ratelade et al., 2012) beschrieben wurde. Dieses Läsi-

onsmuster ist klar unterschiedlich zu den Befunden nach intrathekaler Applikation und 

konnte hier in einem Kontrollexperiment mit intrazerebraler Ko-Injektion von NMO-

IgG und humanem Kompelement reproduziert werden. In dieser wahrscheinlich Kom-

plement-abhängigen Läsionsform wurde neben der scharf begrenzten Auslöschung der 

AQP4-Immunreaktivität auch eine vollständige Depletion GFAP-positiver Astrozyten 

beobachtet. In den Versuchen mit chronischer intrathekaler Applikation zeigte sich eine 

tendenziell erhöhte Anzahl an Astrozyten bei gleichzeitig verringerter Gesamtdichte der 

GFAP-Färbung. In der angrenzenden grauen Substanz waren sogar sowohl Anzahl als 

auch Dichte teils signifikant erhöht. Morphologisch zeigten sich diese Astrozyten plum-

per, aufgequollen und mit vergrößerten Somata, sodass dieses Bild eventuell als reakti-

ve Gliosis zu werten ist. 

Dieses morphologische Erscheinungsbild mit unvollständiger AQP4-Depletion und re-

aktiver Hypergliosis lässt sich in eine Reihe neuerer Studien einordnen, die Hinweise 

auf eine weitere Komplement-unabhängige Pathologie gefunden haben: In histopatholo-
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gischen Untersuchungen beschreiben beispielsweise Saji et al. in Gehirnschnitten im 

Anschluss an inflammatorische Regionen mit totaler GFAP- und AQP4-Depletion Re-

gionen mit normaler bis reduzierter AQP4-Expression und erhöhter Anzahl GFAP-

positiver Astrozyten, in welchen auch keine Komplementbeteiligung nachgewiesen 

werden konnte (Saji et al., 2013). Ebenso wurden in Rückenmarksschnitten von NMO-

Patienten neben songenannten "typischen" NMO-Läsionen mit massiver Komplement-

ablagerung und vollständigem AQP4- und GFAP-Verlust auch Läsionstypen beschrie-

ben, welche sich durch isolierten AQP4-Verlust oder partielle AQP4-Reduktion mit 

begleitenden hypertrophen Astrozyten (Clasmatodendrosis) auszeichnen (Misu et al., 

2013). Auch in verschiedenen In-vitro-Studien (Hinson et al., 2008; Marignier et al., 

2010; Hinson et al., 2012) fanden sich Hinweise auf eine Komplement-unabhängige 

Internalisierung von AQP4 und EAAT2 durch lysosomale Endozytose. 

Weitere Beobachtungen legen nahe, dass dem Untergang von Gliazellen ein Verlust von 

AQP4 vorangeht (Asavapanumas et al., 2013; Misu et al., 2013). So wurde nach direk-

ter intraparenchymaler Applikation von NMO-IgG eine "Penumbra" beschrieben, ein 

Areal mit isoliertem AQP4-Verlust ohne Komplementablagerung oder Veränderung der 

GFAP-Reaktivität, welches die Ausdehnung der "typischen Läsion" mit Komplement-

ablagerung, GFAP-, und AQP4-Verlust weit überschritt (Asavapanumas et al., 2013). 

Auch in histopathologischen Rückenmarksschnitten von NMO-Patienten wurden Regi-

onen selektiven AQP4-Verlusts beschrieben, welche an Läsionsareale mit Clasmato-

dendrosis angrenzten (Misu et al., 2013). Diese Theorie eines primären Verlusts an 

AQP4 mit nachfolgender Astrozytendestruktion kann in den hier durchgeführten Versu-

chen weder bestätigt noch widerlegt werden. Der lokale Verlust an AQP4 ist klar nach-

weisbar, die lokale Reaktion der Astrozyten mit hypertrophen Charakteristika und an-

grenzend tendenziell erhöhter GFAP-Reaktivität lässt verschiedene Deutungen zu: Ei-

nerseits kann es sich um nekrotische Vorformen des Zelluntergangs handeln, welche 

einer Depletion von AQP4 folgen. Andererseits ist es in diesem chronischen Modell 

auch denkbar, dass es sich um bereits neu gebildete, reaktive Astroglia in Form einer 

Narbenbildung handelt. Gerade der zeitliche Ablauf macht es schwer, unsere Ergebnisse 

mit anderen Studien zu vergleichen, da sowohl in vitro als auch in vivo die Effekte 

meist nach 24 h, spätestens aber nach 3 - 7 Tagen untersucht wurden. Längerfristige 

Veränderungen wurden bislang nicht evaluiert. Die hier gefundenen Ergebnisse könnten 



 80 

charakteristische Veränderungen der Astrozyten aufzeigen, die durch chronisches Ein-

wirken der Antikörper bedingt sind. Ob diese Antikörper-induzierten Veränderungen 

bei der Erkrankung der NMO eine pathophysiologische Rolle spielen, kann aus den 

Versuchen nicht direkt geschlossen werden. 

4.4.2. Beurteilung der Färbung gegen EAAT2 und EAAT2-Hypothese 

In den Bereichen des AQP4-Verlusts zeigte sich in den Gruppen mit NMO-Patienten-

IgG sowie in den Gruppen rAbAQP4 [1 mg/ml] und rAbAQP4 + hC auch eine Depletion 

der EAAT2-Reaktivität. Der Umfang dieser Reduktion betraf mindestens die Ausdeh-

nung des AQP4-Verlusts, teilweise war jedoch sogar noch ein deutlich größeres Areal 

betroffen. 

Ausgehend von Beobachtungen, dass AQP4-defiziente Mäuse reduzierte Level an 

EAAT2-Transportern und verringerte Glutamat-Aufnahme aufweisen (Zeng et al., 

2007), haben zwei Arbeitsgruppen in Zellkulturen mit primären Astrozyten oder 

transfizierten HEK 293-Zellen gezeigt, dass NMO-IgG in Abwesenheit von Komple-

mentfaktoren neben einer Herabregulierung von AQP4 auch zu einer Reduktion von 

EAAT2 und einer veränderten Morphologie der Zellen führt (Hinson et al., 2008; 

Marignier et al., 2010). Der auf Astrozyten exprimierte Glutamattransporter EAAT2 ist 

für den weitaus größten Anteil der Wiederaufnahme von Glutamat im ZNS verantwort-

lich (Danbolt et al., 1992; Rothstein et al., 1996), eine Fehlfunktion führt zum Über-

schuss an synaptischem Glutamat und kann zu Exzitotoxizität führen (Sattler und 

Tymianski, 2001; Guo et al., 2003; Yi und Hazell, 2006; Lin et al., 2009; Kim et al., 

2011). In beiden Zellkulturstudien wurde nach NMO-Inkubation eine veränderte Glu-

tamat-Homöostase festgestellt, weswegen eine Antikörper-induzierte Verminderung der 

EAAT2-Expression ein zusätzlich möglicher Pathomechanismus sein könnte. Insbeson-

dere der Verlust an Oligodendrozyten (Lucchinetti et al., 2002) könnte so erklärt wer-

den, da diese hochsensibel auf Glutamatveränderungen reagieren (Matute et al., 2007). 

Als Effektorweg dieser Glutamatexzitotoxizität wurde u. a. auch eine Sensibilisierung 

der Oligodendrozyten gegenüber dem terminalen Komplementkomplex beschrieben 

(Alberdi et al., 2006). Inwieweit dieser Mechanismus bei der NMO einer Rolle spielen 

könnte, bleibt spekulativ. Insbesondere die Internalisierung des EAAT2/AQP4-

Komplexes durch Antikörper gegen AQP4 ist derzeit in der Fachwelt umstritten, da 
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andere Gruppen diese Beobachtung mit primären Astrozyten nicht reproduzieren konn-

ten (Ratelade et al., 2011). Außerdem könnten Veränderungen des Glutamatspiegels 

auch unabhängig von einer Internalisierung dieses Kanals durch den Untergang von 

Astrozyten bewirkt werden. 

Die in den durchgeführten Experimenten gefundene Reduktion von EAAT2 in den Lä-

sionsbereichen ist allerdings hochinteressant und kann nicht durch eine Depletion von 

Astrozyten erklärt werden. Diese Befunde sprechen für eine Interaktion von Antikör-

pern gegen AQP4 mit dem EAAT2-Kanal, indirekt über eine Assoziation von EAAT2 

mit AQP4 oder über zusätzliche Signalwege, z.B. proinflammatorische Zytokine, die 

eventuell durch Astrozytenaktivierung im Gewebe hochreguliert werden. Diese Be-

obachtung konnte hier erstmals in In-vivo-Experimenten auch mit spezifischen rekom-

binanten Antikörpern gegen AQP4 belegt werden. Da EAAT2 noch in einem ausge-

dehnteren Areal als AQP4 selbst reduziert war, könnte dies sogar für eine stärkere Rolle 

sprechen als bisher angenommen. Die Rolle von extrazellulärem Glutamat und eine 

mögliche Exzitotoxizität lässt sich in diesen Experimenten nicht abschließend evaluie-

ren, hier könnten weitergehende Untersuchungen, z.B. mit Mikrodialyse und funktionel-

ler Charakterisierung der zentralen glutamatergen Transmission erfolgen. 

4.5. Beurteilung der Applikation von humanem Komplement und Limitationen des 

Modells 

Im Gegensatz zu den interessanten Befunden der Antikörper-induzierten Dysregulation 

von AQP4 und EAAT2 ist es hingegen fraglich, ob das verwendete Modell des 

intrathekalen Passiv-Transfers geeignet ist, die Rolle der CDC zu evaluieren. Sowohl in 

der Graduierung mittels des verwendeten Scores als auch bei der Analyse der quantita-

tiven Laufleistung führte die zusätzliche Applikation von humanem Komplement nicht 

zu einer Exazerbation der durch Patienten-IgG oder durch rekombinante Antikörper 

induzierten Symptome (Ritter, 2013). In der histologischen Aufbereitung zeigte sich 

zwar in den Gruppen mit Komplement eine marginale Erhöhung der perivaskulären 

Immunreaktion für C9neo. Ebenso konnte bei zusätzlicher Applikation von hC nur eine 

geringe v. a. perivaskuläre Infiltration ED1-postiver Makrophagen festgestellt werden. 

In der Zusammenschau zeigte sich entgegen den Erwartungen nicht das charakteristi-

sche Bild einer Komplement-vermittelten Gewebsdestruktion, welches aus früheren 
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Experimenten mit aktiviertem Komplement und Autopsiesstudien als sog. typische 

NMO-Läsionen bekannt ist (Lucchinetti et al., 2002; Misu et al., 2007; Saadoun et al., 

2010). Als Positivkontrolle wurde eine direkt intraparenchymale Ko-Applikation von 

NMO-IgG mit aktivem humanem Komplement durchgeführt. Hierbei zeigte sich das 

typische Muster mit Aktivierung des terminalen Lysekomplexes, Destruktion der 

Astrozyten und Depletion von AQP4. Zusätzlich wurde die Aktivität des verwendeten 

Komplements durch ein externes Labor (Labor Prof. Seelig) in Routinetests bestätigt. 

Somit konnte sichergestellt werden, dass sowohl die Patienten-IgG-Fraktionen als auch 

das verwendete Komplement prinzipiell in der Lage sind, CDC zu initiieren.  

Einerseits wäre es möglich, dass die kurzlebigen Komplementfaktoren zum Zeitpunkt 

der Applikation bereits inaktiviert waren. Bei den Versuchen mit intrathekaler Ko-

Applikation war es mitunter notwendig, dass das Komplement bis zu 2 h aufgetaut war, 

ehe es dem letzten Tier der Versuchsgruppe injiziert werden konnte. Hier kann es theo-

retisch trotz zwischenzeitlicher Lagerung auf Eis zu einer Deaktivierung der Faktoren 

gekommen sein. Noch wahrscheinlicher ist es, dass sich das intrathekal applizierte 

Komplement schnell in Liquorraum verteilt und somit an den Orten der intramedullären 

NMO-IgG-Bindung in zu geringer Konzentration vorliegt, um in hinreichendem Um-

fang aktiviert zu werden. Dies würde den sehr geringen histologischen Nachweis von 

C9neo und nachfolgend die geringe zelluläre Infiltration erklären. 

In der Zusammenschau der Befunde ist festzuhalten, dass in diesem Passiv-Transfer-

Tiermodell die Komplementaktivierung eine sehr untergeordnete Rolle spielt. Demzu-

folge gleichen sich die Befunde sowohl der phänotypischen Charakterisierung als auch 

der Histologie der Versuchsgruppen von NMO-IgG mit und ohne zusätzliche Komple-

mentapplikation sowie der Versuchsreihen mit Applikation von mutiereten rAbs, die 

nicht in der Lage sind, Komplement zu aktivieren. Die ermittelten Befunde sind somit 

wahrscheinlich auch in den Gruppen mit zusätzlicher Komplement-Injektion auf eine 

intrinsische, Komplement-unabhängige Wirkung der Antikörper gegen AQP4 zurückzu-

führen. 
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4.6. Schlussfolgerung und Ausblick 

Durch verschiedene pathologische Studien, klinische Erfahrungen mit Komplement-

inhibierenden Substanzen und tierexperimentelle Befunde ist ausreichend belegt, dass 

eine Komplement-vermittelte Pathologie sicher die wesentliche Rolle bei der Gewebs-

destruktion und Ausbildung der oft schwerwiegenden Symptome der NMO spielt. In 

dieser Arbeit konnte zusätzlich gezeigt werden, dass eine repetitive intrathekale Appli-

kation von spezifischem IgG gegen AQP4 auch ohne Komplementaktivierung zu einer 

Myelonaffektion und zu einer Paraparese führen kann. 

Inwiefern sich die Komplement-unabhängigen, Antikörper-induzierten Veränderungen 

der Membranexpression der hypertrophen Astrozyten mit Verminderung von AQP4 und 

EAAT2 auf die Wasserhomöostase oder den Glutamathaushalt auswirken und welche 

Bedeutung diese Prozesse dann für die Pathogenese der NMO haben, ist ein Ansatz-

punkt für weitere Studien.  

Die histologische Auswertung der beschriebenen Versuche beschränkte sich auf das 

Rückenmark, da hier die höchste lokale Antikörperkonzentration zu erwarten war. Den-

noch wäre auch eine Aufarbeitung der entnommenen Großhirnareale sowie der v. a. 

klinisch auch typischerweise betroffenen Nn. optici interessant. 

Weiterhin konnte in dieser Arbeit die Erfahrung gemacht werden, dass sich die hier 

verwendete Methode einer intrathekalen Applikation von IgG-Fraktionen zusammen 

mit aktivem Komplement aus experimentell-technischen Gründen nicht zur Analyse 

Komplement-vermittelter Pathomechanismen eignet. Dies muss für zukünftige Frage-

stellungen bedacht werden, wenn Antikörpereffekte im zentralen Nervensystem im 

Tiermodell untersucht werden sollen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

In einem intrathekalen Passiv-Transfermodell der Ratte wurden die Auswirkungen von 

NMO-IgG aus Plasmapheresematerial und rekombinanten Antikörpern gegen AQP4 

sowie der Effekt von additiver Applikation von humanem Komplement untersucht. 

NMO-IgG, rekombinante Antikörper und modifizierte Antikörper ohne Fähigkeit zur 

Aktivierung der Komplementkaskade waren bei repetitiver Applikation in der Lage, 

auch ohne additives humanes Komplement NMO-ähnliche progrediente motorische 

Symptome zu induzieren. Durch Ko-Injektion von humanem Komplement konnte keine 

signifikante Exazerbation der Pathologie bewirkt werden.  

MRT-Studien zeigten lokale Schrankenstörungen am Ort der höchsten Antikörperkon-

zentration. In histologischen Aufarbeitungen von Rückenmarksschnitten zeigten sich 

lokale Deposition an humanem IgG, ein dazu korrelierender Verlust an AQP4 sowie 

eine darüber hinausgehende Reduktion an EAAT2, während GFAP-reaktive Astrozyten 

tendenziell hypertroph und vermehrt waren. Auch bei additiver Applikation von huma-

nem Komplement wiesen die Läsionsareale im Gegensatz zu histopathologischen Be-

funden bei NMO-Patienten und anderen Tiermodellen nur eine geringe Ablagerung von 

aktivem Komplement und wenig Infiltration durch ED1-positive Makrophagen auf. Da 

in einem Kontrollexperiment mit intrazerebraler intraparenchymaler Applikation von 

NMO-IgG die beschriebene additive Zytotoxizität von humanem Komplement reprodu-

ziert werden konnte, erscheint die Verwendbarkeit des intrathkalen Modells zur Evalua-

tion der Wirkung von humanem Komplement bei Autoimmunerkrankungen mit intras-

pinalen Zielepitopen nicht geeignet. 

Die Ergebnisse lassen sich als Komplement-unabhängige intrinsische Wirkungen von 

Antikörpern gegen AQP4 deuten, die in einer Reduktion der Oberflächenexpresseion 

von AQP4 und EAAT2 resultieren und zu einer progredienten Myelopathie führen. Ne-

ben der bekannten Antikörper-induzierten Komplement-abhängigen Zytotoxizität könn-

ten diese Effekte einen bislang nicht beschriebenen zusätzlichen Pathomechanismus bei 

der NMO darstellen. 
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7. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS   

 

Abb.   Abbildung 

ADCC   antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

ANOVA  analysis of variance 

AOI   area of interest 

AQP4   Aquaporin 4 

BHS   Blut-Hirn-Schranke 

BSA   bovine serum albumine 

CIDP    chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie 

cMRT   craniale Magnetresonanztomographie 

DAB   3,3'-Diaminobenzidin 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

EAAT2  Na+-abhängigen exzitatorischer Aminosäuren-Transporter 2 

EAE   experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis 

EAN   experimentelle Autoimmun-Neuritis 

Fc   fragment crystallisable 

FcγRIII  Fc-γ-Rezeptor Subtyp III 

g   Gramm (Maßeinheit) 

G   Gauge (Maßeinheit) 

GFAP   glial fibrillary acidic protein 

GLT-1   Na+-abhängiger Glutamat-Transporter, Subtyp I 

h   Stunde (Zeiteinheit) 

hC   humanes Komplement 

HEK-293  human embryonic kidney cells 

IgG   Immunglobulin 

IFNγ   Interferon gamma 

IL   Interleukin 

IMP   intramembrane particles 

i.th.   intrathekal 

kDa   Kilodalton (atomare Masseneinheit) 

kg   Kilogramm (Maßeinheit) 
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KG   Körpergewicht 

LVA   läsionsverdächtiges Areal 

MBP   Myelin-basisches Protein 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MS   Multiple Sclerose 

NaCl   0,9%-Natrium-Chlorid-Lösung 

NK-Zellen  natural killer-Zellen 

NMO   Neuromyelitis optica 

OAP   orthogonal arrays of particles 

PBS   phosphate buffered saline 

rAb   rekombinanter Antikörper 

RIPA   radioimmunoprecipitation assay 

rpm   Umdrehungen pro Minute 

RT   Raumtemperatur 

Sek.-AK  Sekundärantikörper 

SEM   Standardfehler (Statistik) 

TNFα   Tumornekrosefaktor alpha 

Tris   Trishydroxymethyl-aminomethan 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

Vol.%   Volumenprozent 

ZNS   zentrales Nervensystem 
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